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RESUME 
L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie rare caractérisée par un 
remodelage des artères pré-capillaires pulmonaires lié à une dysfonction des cellules 
endothéliales (CE) conduisant à une prolifération cellulaire vasculaire. Cette prolifération 
conduit à une obstruction progressive du lit artériel et à l’augmentation des résistances 
vasculaires. L’hypertension pulmonaire (HTP) qui en résulte provoque une hypertrophie du 
ventricule droit aboutissant à la défaillance cardiaque et à la mort du patient. Actuellement le 
seul recours possible est la transplantation pulmonaire. Les mécanismes responsables de ce 
remodelage vasculaire sont encore peu connus. Les premiers travaux présentés mettent en 
évidence in situ un nouveau mécanisme impliqué dans ce remodelage. Au cours de ce 
processus, appelé transition endothélio-mésenchymateuse (EndoMT), les CE se 
désolidarisent de l’endothélium vasculaire et envahissent l’espace sous endothélial. Ce 
mécanisme s’accompagne d’une perte progressive du phénotype endothélial et du gain d’un 
phénotype mésenchymateux invasif et proliférant. L’EndoMT est impliquée dans la formation 
des lésions intimale et plexiforme. L’inhibition de l’EndoMT a donné des résultats prometteurs 
dans des modèles in vivo et in vitro d’HTAP. Cette découverte ouvre une nouvelle voie pour 
le traitement de la maladie. Dans un second projet nous avons confirmé le lien suspecté entre 
les chimiothérapies et la maladie veino-occlusive pulmonaire (MVOP), une forme d’HTP 
touchant les veines et veinules pulmonaires. L’étude des cas rapportés de MVOP consécutive 
à une chimiothérapie indiquent une forte incidence des agents alkylants, notamment du 
cyclophosphamide (CP), sur le développement de la MVOP. L’exposition au CP a provoqué 
une HTP associée à des lésions post-capillaires chez 3 espèces animales (souris, rat et lapin) 
confirmant ce lien. Nous espérons que nos travaux aboutiront à une plus grande vigilance 
concernant cette complication rare et sévère de l’exposition aux agents alkylants. De plus, nos 
travaux in vivo ont permis de mettre au point le tout premier modèle expérimental de MVOP. 
Au cours du dernier projet présenté, nous avons démontré que le nebivolol, un β-bloquant (β1 
antagoniste β2 et β3 agoniste ayant un effet vasodilatateur) de 3ème génération, permettait 
d’améliorer les paramètres hémodynamiques et morphologiques, ainsi que la dysfonction 
endothéliale, liés à l’HTAP dans les modèles in vivo et in vitro. Ces travaux suggèrent la 
nécessité de réévaluer les recommandations actuelles, basées sur l’étude de β-bloquants non 
spécifiques de 1ère génération, qui proscrivent leur utilisation dans l’HTAP. 
MOTS CLES : hypertension artérielle pulmonaire ; maladie veino-occlusive pulmonaire ; 
EndoMT ; cyclophosphamide ; agents alkylants ; nebivolol ; β-bloquants 
Laboratoire d’accueil : Inserm UMR-S 999 « Hypertension artérielle pulmonaire : 
Physiopathologie et Innovation Thérapeutique » 
Centre Chirurgical Marie Lannelongue 
133 avenue de la Résistance, 92350 le Plessis-Robinson, France 
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NEW CELLULAR AND MOLECULAR ASPECTS OF THE VASCULAR 
REMODELING IN PAH. 
ABSTRACT 
Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a rare disease characterized by a severe modeling 
of the precapillary pulmonary arteries related to an endothelial cells (EC) dysfunction leading 
to vascular cell proliferation. This proliferation leads to a progressive obstruction of the distal 
pulmonary arterial bed and increases pulmonary vascular resistance. The resulting pulmonary 
hypertension (PH) leads to a progressive right ventricular hypertrophy, and subsequent right 
heart failure and death unless the patient receives a lung transplantation. The primary 
mechanisms that trigger the vascular remodeling remain poorly understood. In the first 
presented study, we discovered in situ a new pathological process involved in vascular 
remodeling in PAH. During this process called endothelial-to-mesenchymal transition 
(EndoMT), the EC lose their cell-junctions to leave the endothelium and invade the 
subendothelial space. This phenomenon involves the progressive loss of the endothelial 
phenotype and the gain of a pro-invasive and pro-proliferative mesenchymal phenotype. This 
process is implicated in the pathogenesis of intimal and plexiform lesions. The inhibition of 
EndoMT gave promising results in experimental in vivo and in vitro models of PAH. This finding 
may have therapeutic implications for PAH. During a second project presented, we confirmed 
the suspected potential link between chemotherapies and the pulmonary veino-occlusive 
disease (PVOD). PVOD is a PH with vein and venular lesions. The systematic review of cases 
of chemotherapy induced PVOD cases suggests that alkylating agents, and 
cyclophosphamide (CP) in particular, represents a risk factor for the development of PVOD. In 
experimental models, CP exposure induced PH in three different animal models (mouse, rat, 
and rabbit). We hope that our findings will allow achieving greater vigilance against this rare 
and severe complication after alkylating agents exposure. Moreover our in vivo results lead to 
the development of the 1st experimental model of PVOD. In the last part, we demonstrated that 
nebivolol, a 3rd generation β-blocker (β1 antagonist, β2 & β3 agonist with vasodilator effect), 
improved PAH in in vitro and in vivo models. The actual guidelines, based on results obtained 
with non-specific 1st generation β-blockers, advice against the use of β-blockers in PAH. Our 
results suggest that the recommendation against β-blockers might be reevaluated taking into 
consideration their generation and specificity. 
KEY WORDS : pulmonary arterial hypertension ; pulmonary veino-occlusive disease ; 
EndoMT ; cyclophosphamide ; alkylating agents ; nebivolol ; β-blockers 
Home laboratory : Inserm UMR-S 999 « Hypertension artérielle pulmonaire : 
Physiopathologie et Innovation Thérapeutique » 
Centre Chirurgical Marie Lannelongue 
133 avenue de la Résistance, 92350 le Plessis-Robinson, France 
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INTRODUCTION 
I. L’HYPERTENSION ARTERIELLE PULMONAIRE (HTAP) 
1. Epidémiologie et classification 
1.1. Définition 
L'hypertension pulmonaire (HTP) se caractérise par une élévation progressive des pressions 
et des résistances vasculaires pulmonaires. Dans le cas des hypertensions artérielles 
pulmonaires (HTAP), l'augmentation des résistances est due à un remodelage du lit artériel 
ainsi que des artères pré-capillaires, une observation réalisée dès 1891 par le médecin 
allemand Ernst von Romberg qu'il décrit comme une "sclérose vasculaire pulmonaire"1. Cette 
obstruction progressive de la lumière s'accompagne d'une augmentation résistances 
vasculaires pulmonaires et de fait des pressions vasculaires. Le surplus d'effort demandé au 
ventricule droit pour maintenir un débit constant va conduire à son hypertrophie jusqu'à 
provoquer une défaillance cardiaque. L'HTAP est une maladie rare (15-50 cas par million 
d'habitant) mais ses symptômes (essoufflement à l'effort, fatigue, faiblesse, douleurs 
thoraciques) non spécifiques contribuent à une errance diagnostique et à sous-estimer 
probablement le nombre réel de cas. Malgré les progrès récents dans la prise en charge 
thérapeutique, centrée essentiellement sur la correction de la dysfonction endothéliale, il 
n’existe aucun traitement curatif et la majorité des patients meurent ou bénéficient d'une 
transplantation pulmonaire dans les 5 ans après le diagnostic. 
Le dépistage de l'HTAP peut être fait par échographie cardiaque mais le diagnostic ne peut 
être établit qu'après un cathétérisme cardiaque droit. En cas d'HTAP, cet examen permet de 
mettre en évidence une pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) au repos supérieure 
à 25 mmHg et une pression artérielle pulmonaire d'occlusion (PAPO) inférieure ou égale à 15 
mmHg. Cette dernière mesure permet d'écarter le diagnostic de cardiopathies gauche2 qui 
pourraient être la cause de l'HTP. 
Une classification des HTP a été mise en place depuis le second congrès mondiale de 
l'hypertension pulmonaire d'Evian en 1998 pour permettre de distinguer des catégories en 
fonction de critères physiopathologiques, hémodynamiques et des prises en charges 
similaires3. Cette classification a été récemment revue en 2013 au cours du cinquième congrès 
mondial de Nice. La classification actuelle permet de distinguer 5 groupes de pathologies 
aboutissants à une HTP: les hypertensions artérielles pulmonaires (groupe 1), les 
hypertensions pulmonaires avec cardiopathie gauche (groupe 2), l'hypertension pulmonaire 
due à une maladie respiratoire chronique et/ou à l'hypoxie (groupe 3), l'hypertension 
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pulmonaire dues à une thromboembolique chronique (groupe 4) et enfin les hypertensions 
pulmonaires de mécanisme non clair ou multifactoriel (groupe 5) (Tableau 1)4. 
Le groupe 1 regroupe différentes maladies touchant les artères pulmonaires de petit calibre 
(<500 µm) aboutissant à une augmentation progressive des résistances vasculaires 
pulmonaires et à une défaillance cardiaque droite. Ce groupe comprend 4 sous-groupes: 1) 
les HTAP idiopathiques (anciennement appelées HTAP primitives) qui surviennent sans 
facteur de risque associé, 2) les HATP héritables dues à une mutation dans les gènes BMPR2, 
ALK-1, ENG, Smad9, CAV1 ou KCNK3 ou familiales sans mutation connue, 3) les HTAP 
induites par la prise de médicament ou de toxique et enfin 4) les HTAP associées à d'autres 
pathologies (connectivites, infection par le HIV, hypertension portale, cardiopathie congénitale, 
schistosomiase et anémie hémolytique chronique). Au groupe 1 se trouvent également 
associés deux autres groupes, la maladie veino-occlusive pulmonaire et/ou hémangiomatose 
capillaire pulmonaire (groupe 1') ainsi que l'hypertension pulmonaire persistante du nouveau-
né (groupe 1"). Au court de mon travail de thèse, j'ai étudié les groupes 1 et 1'. 
Tableau 1 : classification des hypertensions pulmonaires4. 
Classification des hypertensions pulmonaires 
Nouvelle classification de Nice (2013) 
 1. Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) 
 1.1 HTAP idiopathique 
 1.2 HTAP héritable 
   1.2.1 BMPR2 
1.2.2 ALK-1, ENG, Smad9, CAV1, KCNK3 
1.2.3 Inconnu 
 1.3 Induite par des médicaments ou des toxiques 
  1.4 Associée à: 
   1.4.1 Connectivites 
1.4.2 Infection HIV 
1.4.3 Hypertension portale 
1.4.4 Cardiopathies congénitales 
1.4.5 Schistosomiase 
 1’. Maladie veino-occlusive pulmonaire et/ou hémangiomatose capillaire 
pulmonaire 
 1’’. Hypertension pulmonaire persistante du nouveau-né 
 2. Hypertension pulmonaire des cardiopathies gauches 
  2.1 Dysfonction systolique du ventricule gauche 
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2.2 Dysfonction diastolique du ventricule gauche 
2.3 Valvulopathies 
2.4 Obstructions congénitales ou acquises au niveau du tract d’éjection ou de 
remplissage du ventricule gauche et cardiomyopathies congénitales 
 3. Hypertension pulmonaire associée à des maladies pulmonaires et/ou une 
hypoxémie 
  3.1 Broncho-pneumopathie chronique obstructive 
3.2 Maladie pulmonaire interstitielle (MPI) 
3.3 Autres maladies pulmonaires restrictive et/ou obstructive 
3.4 Troubles respiratoires du sommeil 
3.5 Hypoventilation alvéolaire 
3.6 Exposition chronique aux hautes altitudes 
3.7 Anomalies du développement 
 4. Hypertension pulmonaire thromboembolique chronique 
 5. Hypertension pulmonaire de mécanismes multifactoriels incertains 
  5.1 Troubles hématologiques : anémie hémolytique chronique, syndrome 
myéloprolifératif, splénectomie 
5.2 Troubles systémiques : sarcoïdose, histiocytose pulmonaire à cellules de 
Langerhans, lymphangioléiomyomatose 
5.3 Troubles métaboliques : glycogénose, maladie de Gaucher, dysthyroïdie 
5.4 Divers : obstruction tumorale, médiastinite fibrosante, insuffisance rénale 
chronique, hypertension pulmonaire segmentaire 
 
1.2. HTAP idiopathique 
Les HTAP idiopathiques (HTAPi) n'ont pas de cause connue pouvant expliquer le 
développement de la pathologie. Anciennement dénommées "HTAP primitives", elles 
représentent en France 39.2% des HTAP. Elles sont de prédominance féminine (62,1% de 
femmes), et l'âge moyen du diagnostic est de 52 ± 15 ans5. 
1.3. HTAP héritable 
Les HTAP héritables (HTAPh) regroupent les HTAP familiales (HTAPf) et les HTAP 
idiopathiques avec mutation6. Dans 80% des familles présentant des cas multiples d'HTAP, la 
mutation touche le gène codant pour la protéine BMPRII (bone morphogenic protein receptor 
type 2), récepteur II de la protéine morphogénique osseuse, qui appartient à la super famille 
des facteurs de croissance tumoral TGF-β (tumor growth factor). Cette super famille comprend 
un large panel de facteurs et de cytokines qui contrôlent entre autre la migration, la 
13 
 
prolifération, la différentiation et l'apoptose7 de la cellule ainsi que la sécrétion et le maintien 
de la matrice extracellulaire, mécanismes impliqués dans le développement de l'HTAP. Bien 
que les mutations du gène BMPR2 suivent un schéma de transmission autosomique 
dominante, seuls 20% des porteurs de mutations développeront une HTAP ce qui suggère 
l'implication d'autres facteurs génétiques ou environnementaux nécessaires au 
développement de la maladie. La prédominance des cas d'HTAP diagnostiqués chez les 
femmes (ratio 1.7:1) laisse ainsi supposer une implication hormonale parmi ces facteurs8. Les 
porteurs de mutation sur le gène BMPR2 semblent développer des formes d'HTAP plus 
précoces (les patients sont en moyenne 10 ans plus jeunes que les HTAPi) et plus sévères 
d'un point de vue hémodynamique que les cas idiopathiques9. Enfin, ces patients présentent 
une vasoconstriction excessive et répondent mal aux vasodilatateurs ce qui limite l'arsenal 
thérapeutique10–12. 
D'autres mutations plus rares (5%) touchent d'autres gènes de la voie de signalisation du TGF-
β, ALK1 (activin-like receptor kinase-1), ENG (endogline) et Smad9, confirmant son importance 
dans le développement et l'intégrité de la circulation vasculaire pulmonaire8. Comme pour la 
mutation dans BMPR2, les cas d'HTAP avec mutation du gène ALK1 (également nommé 
ACVRL1) touchent principalement les femmes (ratio 3,5:1). Cependant les patients sont 
également beaucoup plus jeunes que les HTAP avec mutation de BMPR2 (un tiers des 
patients ont moins des 16 ans). Enfin même si leur paramètres hémodynamiques sont moins 
sévères au diagnostic, l'évolution de la maladie semble plus rapide (Figure 1)13. 
 
Figure 1 : courbes de survie des patients HTAP porteurs d’une mutation sur ACVRL1, 
d’une mutation sur BMPR2 ou sans mutation connue13. 
Si les paramètres hémodynamiques des patients HTAP porteurs d’une mutation sur 
ACVRL1 sont moins sévères au diagnostic, l'évolution de la maladie semble plus rapide  
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Deux autres mutations, sans liens directs avec la voie de signalisation du TGF-β, ont 
récemment été identifiées comme facteurs d'HTAP. L'une, autosomique dominante, touche le 
gène KCNK3 codant pour la protéine formant le canal potassique également appelé TASK-1, 
impliqué dans la régulation du potentiel de repos de la membrane des cellules musculaires et 
du tonus vasculaire14,15. La seconde touche le gène CAV1 codant pour la protéine cavéoline-
1. Cette protéine est nécessaire à la formation de la membrane des cavéoles, très présentes 
au niveau des cellules endothéliales pulmonaires et impliquées dans la signalisation cellulaire, 
l'endocytose, la transcytoses et la régulation de la différentiation, la prolifération et l’apoptose 
cellulaire16. 
Dans environ 20% des familles présentant des cas d'HTAP, aucune mutation n'a encore été 
identifiée4. 
1.4. HTAP induite par la prise de drogue et médicament 
1.4.1. Anorexigènes 
Le lien possible entre la prise d’anorexigènes et le développement d'une HTAP est connu 
depuis la fin des années 1960. A cette époque une explosion du nombre de cas d'HTAP en 
Allemagne, en Suisse et en Autriche a été rapportée. Elle coïncidait avec la mise sur le marché 
du furamate d'aminorex (2-amino-5-phenly-2-oxazoline commercialisé sous le nom Menocil®), 
une amphétamine utilisée comme anorexigène (Figure 2). Durant la période de sa 
commercialisation, la prévalence des cas d'HTAP diagnostiqués a dramatiquement augmenté. 
Dès 1967, une clinique suisse rapporte que le nombre de cas d'HTAP diagnostiqués par 
cathétérisme est passé de 0,87% à 13,5%. Au paroxysme de d'épidémie, la prévalence des 
cas d'HTAP dans la ville de Berne a été 20 fois supérieure au taux normal. L'épidémie d'HTAP 
n'a cessé pour revenir au niveau de base qu'après le retrait de ce médicament (Figure 3). 
Dans une autre cohorte de 731 patients ayant reçu de l’aminorex suivie par une compagnie 
d’assurance, 3% ont développé une hypertension pulmonaire. Cependant la prévalence de 
l’HTAP chez les patients ayant reçu de l’aminorex dépend de la durée du traitement et de son 
utilisation ce qui aboutit une variabilité géographique de celle-ci. Le risque relatif de développer 
une HTAP chez les utilisateurs d’aminorex est estimé à 52 :1 par rapport aux patients n’ayant 
pas été exposé à la molécule17,18.  
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Figure 2 : structures chimiques de la molécule d’amphétamine et des anorexigènes 
associés (aminorex, fenfluramine, phentermine)18. 
 
Figure 3 : prévalence des HTAP associées à la prise d’aminorex en Suisse, Autriche et 
République fédérale d'Allemagne18. 
L’épidémie du nombre de cas d’HTAP coïncide avec sa mise sur le marché et son retrait. 
D'autres cas d'HTAP liés à la prise de molécules amphétaminiques ont été rapportés comme 
le fenfluramide (3-trifluorométhyl-N-éthylamphétamine, nom commercial Pondéral®) et ses 
dérivés, souvent utilisés en association avec la phentermine comme anorexigène dans le 
traitement de surcharge pondérale "Fen-phen"19. En France, le développement de l'utilisation 
de fenfluramides (dont le benfluorex, commercialisé sous le nom Médiator®, fait partie) de 1982 
à 1995 a été suivi par une forte hausse du taux d'HTAP stoppée par son interdiction en 1997. 
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L'étude des cas d'HTAP associés à la prise de fenfluramides montre clairement un lien entre 
le médicament et l'apparition de la maladie (Figure 4)18,20. 
 
Figure 4 : évolution du pourcentage de nouveaux cas d’HTAP associés à la prise de 
fendluramine par rapport aux nouveaux cas d’HTAPi et HTAPf20 diagnostiqués. 
Le développement de l’utilisation de fenfluramides comme anorexigènes coïncide avec 
une forte hausse des cas d’HTAP diagnostiqués. L’interdiction des fenfluramides en 
1997 a permis de stopper cette forte hausse. 
Enfin, le risque de développer une HTAP suite à la prise d'anorexigènes amphétaminiques ou 
apparentés (Figure 2) semble directement lié à la durée du traitement (Figure 5) avec un risque 
relatif rapproché ou rapport des chances de 23.1 (IC 95% 6.9–77.7)21. 
 
Figure 5 : durée d’exposition aux anorexigènes amphétaminiques ou apparentés avant 
les premiers symptomes d’HTAP21. 
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En France, les HTAP associées à la prise d'anorexigènes représentent 9.5% des cas et l'âge 
moyen du diagnostic est de 57 ± 11 ans5. 
1.4.2. Inhibiteurs de tyrosine kinase 
Les inhibiteurs de tyrosine kinase sont utilisés dans le traitement de la leucémie myéloïde 
chronique (LMC). La LMC est une maladie myéloproliférative caractérisée par une 
translocation réciproque au sein des progéniteurs hématopoïétiques entre les chromosomes 
9 et 22 au niveau des gènes BCR (Breakpoint Cluster Region) et ABL (Abelson). Cette 
translocation conduit à la production de protéines chimériques BCR/ABL rendant l'activité de 
la tyrosine kinase ABL constitutive22. L'utilisation d'inhibiteurs de tyrosine kinase comme 
l'imatinib (nom commercial Glivec®), le dasatinib (nom commercial Spyrcel®) et le nilotinib (nom 
commercial Tasigna®) permettent d'inhiber la kinase BCR/ABL et d'améliorer grandement le 
taux de survie des patients23,24. Cependant les récepteurs des tyrosines kinases semblent 
également jouer un rôle important dans la physiopathologie de l'HTAP et il a été récemment 
rapporté une forte incidence de cas d'HTAP chez les patients sous traitement au dasatinib 
(estimation basse de 0.45%), un arrêt du traitement conduisant souvent à l'amélioration de 
l'HTAP25. 
1.5. Maladies veino-occlusives pulmonaire (MVOP) 
Initialement décrite en 1934 dans la littérature allemande26,27, la maladie veino-occlusive 
pulmonaire (MVOP) est une autre maladie rare (0.1 à 0.2 cas par million d'après le registre 
français de l'hypertension artérielle pulmonaire) très similaire à l'HTAP ce qui peut induire une 
erreur de diagnostic (5 à 10% des cas initialement diagnostiqué en HTAPi se révèlent être des 
MVOP). Classée comme un sous-groupe des HTAP, elle se caractérise également par une 
prolifération cellulaire au niveau de l'intima des vaisseaux pulmonaires conduisant à une 
obstruction progressive de leur lumière et ainsi à l'augmentation des résistances vasculaires 
pulmonaires. Contrairement aux HTAPi, ces lésions touchent également les petites veines et 
les veinules pulmonaires. Il est également intéressant de noter que cette maladie semble 
toucher sans distinction les hommes et les femmes. Malgré les similitudes cliniques avec les 
HTAP, les patients MVOP ont un pronostic plus grave (peu de patients survivent plus de 2 ans 
après diagnostic) et une prise en charge similaire peut se révéler fatale. En effet, l'utilisation 
de vasodilatateurs spécifiques de l'HTAP peut entrainer une forte augmentation du flux 
sanguin au niveau des artères mais qui, confronté aux veinules et veines obstruées, peut 
conduire à un œdème pulmonaire sévère28,29. 
Un bon diagnostic de la MVOP est donc primordial pour la survie des patients. Celui-ci ne peut 
actuellement être établi définitivement qu'après analyse histologique d'une biopsie ce qui est 
contre indiqué chez ces patients fragiles. Cependant certains indices, comme une 
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hypertension pulmonaire pré-capillaire associée à une fonction normale du ventricule gauche 
et à des œdèmes interstitiels et des effusions pleurales visibles en radiologie, permettent de 
suspecter une obstruction vasculaire post-capillaire et un cas de MVOP. 
Comme pour l'HTAPh une mutation génétique autosomique récessive a été identifiée comme 
prédisposant au développement de la MVOP. Une mutation sur le gène EIF2AK4 (eukaryotic 
translation initiation factor 2 α kinase 4 - facteur d'initiation eucaryote 2 kinase 4 également 
appelé GCN2). Ce gène code pour une protéine serine/thréonine kinase (GCN2) 
phosphorylant la sous unité α du facteur d'initiation eucaryote 2 (eIF2 α). Cette phosphorylation 
permet de moduler la résistance cellulaire au stress oxydant30. GCN2 semble de plus jouer un 
rôle dans la prévention des dommages oxydatifs induits par une alimentation déséquilibrée en 
acides aminés. Des souris Eif2ak4−/−soumises à un régime pauvre en leucine (EDΔLeu) auront 
en effet une carbonylation protéique accrue ce qui est un marqueur de stress oxydant 
important pour le développement de l'hypertension pulmonaire31–33. 
Enfin il est intéressant de noter que GCN2 pourrait jouer un rôle dans la voie BMP qui est 
impliquée dans l'HTAPh via les mutations sur BMPR2 et ALK1. De plus l'étude de l'interactome 
de GCN2 révèlent des interactions possibles avec Smad4 et Smad1, ALK1, ENG et le 
récepteur au TGF-β, toutes ces protéines étant des appartenant à la superfamille TGF-β 
connue pour être impliquée dans les autres formes d'HTAP34. 
2. Anatomopathologie 
L'HTAP se caractérise par un remodelage intense du lit vasculaire pulmonaire qui aboutit à 
son obstruction. Ce remodelage ne touche pas l'intégralité de celui-ci mais seulement les 
petites artérioles lobulaires et de type musculaire d'un diamètre inférieur ou égal à 500 µm. Il 
se présente sous la forme d'hypertrophie de la média du vaisseau, d'hypertrophie concentrique 
de l'intima (dite en "bulbe d'oignon"), de lésions thrombotiques et de lésions complexes 
(plexiformes et de dilatations) (Figure 6). Selon le sous-groupe d'HTAP ces lésions peuvent 
toucher les capillaires pulmonaires, les veinules pré-septales et les veines septales.  
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Figure 6 : mécanismes anatomopathologiques impliqués dans l’HTAP35. 
A : vasoconstriction ; B : remodelage artériel avec hypertrophie de l’adventis, de la média 
et formation d’une néo-intima ; C : lésion plexiforme ; D : lésion thrombotique 
recanalisée. 
2.1. Hypertrophie de la média 
L'hypertrophie de la média est due à une prolifération anormale de cellules musculaires lisses 
de la média accompagnée d'une accumulation de collagène pouvant aboutir à une lésion 
fibrosante (Figure 6B). L'hypertrophie de la média est le plus souvent associée à d'autres 
lésions et peut être la conséquence d'un stimulus non spécifique comme l'hypoxie. Très 
fréquemment observée dans les sous-groupes d'HTAP elle est réversible en l'absence de 
fibrose36,37. 
2.2. Fibrose intimale laminaire 
Au niveau de l'intima des artères s'observe également des lésions vasculaires obstructives 
constituées principalement de fibroblastes et de matrice collagène conduisant à la formation 
d'une néo-intima (Figure 6B). L'analyse phénotypique de ces cellules indique une organisation 
radiaire de fibroblastes, myofibroblates et myocytes. La sécrétion excessive de collagène 
conduit à une fibrose intimale. Au sein des artères de diamètres inférieurs à 150 µm la fibrose 
prend une forme dite en "bulbe d'oignon" avec des strates cellulaires concentriques (fibrose 
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intimale laminaire concentrique). Ce type de lésion fibrosante est souvent rencontré dans les 
HTAP associées à des connectivites38. 
2.3. Fibrose intimale non laminaire et lésions thrombotiques 
Certaines lésions intimales ne présentent pas de strates cellulaires (fibrose non laminaire). 
Ces lésions sont la résultante d'une prolifération fibroblastique et d'une accumulation de 
collagène dans l'intima de l'artère. La structure non laminaire peut prendre une forme 
concentrique ou excentrique. L'orientation excentrique peut être la résultante d'un évènement 
thrombotique suite à une embolie pulmonaire par exemple ou bien la résultante de forces 
mécaniques tangentielles à la paroi artérielle appelées " contrainte de cisaillement" (ou "shear-
stress"). Dans le cas d'une lésion thrombotique, une re-canalisation du vaisseau peut avoir 
lieu avec la formation de multiples lumières à l'intérieur de la zone obstruée. Ce type de lésion 
re-canalisée est appelé lésion en "passoire" ("colander-like lesion") et peut être confondu avec 
un autre type de lésion appelé "lésion plexiforme" (Figure 6D). 
2.4. Lésions complexes 
Les lésions dites complexes comprennent les lésions plexiformes, les lésions de dilatation et 
les lésions d'artérites. Leur présence est un marqueur de sévérité ou de progression rapide de 
l'hypertension pulmonaire39. Elles se retrouvent au niveau de bifurcations de vaisseaux 
surnuméraires. 
2.4.1. Lésion plexiforme 
Les lésions plexiformes sont caractéristiques de l'HTAP. Situées au niveau pré et intra acini 
pulmonaire de diamètre compris entre 50 et 300 µm, on les observe au niveau de bifurcations 
à distance d'un épaississement intimal obstruant l'artère parente dans des zones 
d'augmentation du débit sanguin40. Au niveau de ces bifurcations, l'artère pulmonaire centrale 
donne naissance brutalement à de petits vaisseaux formant un angle droit ce qui laisse 
supposer un rôle des mécaniques du flux sanguin et des turbulences dans la genèse de ces 
lésions. Les lésions plexiformes se présentent sous la forme de structures gloméruloïdes. Les 
canaux endothéliaux formant les multiples lumières sont entourés de myofibroblastes, de 
cellules musculaires lisses et mésenchymateuses non différentiées résistantes à l'apoptose 
ainsi que d'une matrice de tissue conjonctif. Le développement de la lésion s'accompagne de 
l'expansion et la destruction de la paroi pulmonaire, la lésion finissant par s'étendre dans les 
tissues conjonctifs périvasculaires. Il est intéressant de noter que la prolifération des cellules 
endothéliales au niveau de ces lésions pourrait se faire de façon monoclonale (Figure 6C)41. 
La présence de fibrine et de thrombocytes est courante au niveau de ce type de lésion. 
Actuellement il n'y a pas de consensus pour affirmer que la lésion plexiforme joue un rôle dans 
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la pathogenèse et/ou la progression de l'HTAP ou si elle n'est qu'un marqueur morphologique 
du développement de la maladie42. 
2.4.1. Lésion de dilatation 
La lésion de dilatation est une dilatation sinusoïdale suivant souvent une lésion plexiforme 
formant un amincissement de la paroi donnant un aspect veineux à l'artère. Ce type de lésion 
peut déboucher sur une hémorragie ou une fibrose39. 
2.4.1. Lésion d'artérite 
La lésion d'artérite est rare dans le cas de l'HTAP. C'est une lésion avec nécrose fibrinoïde de 
la paroi artérielle et infiltration inflammatoire (lymphocytes T et macrophages). Son implication 
dans le développement de l'HTAP n'est pas connue39. 
2.5. MVOP/hémangiomatose capillaire pulmonaire (HCP) 
Le remodelage vasculaire dans la maladie veino-occlusive pulmonaire (MVOP) touche les 
veines et veinules en plus des artérioles ce qui la distingue d'une HTAP. Elle se caractérise 
par une PAPm au repos supérieure à 25 mmHg associée à des œdèmes visibles en 
radiographie et à une PAPO ≤ 15 mmHg. Les veinules pré-septales et septales présentent un 
épaississement de leurs parois dues à une prolifération cellulaire importante notamment de 
cellules musculaires lisses, une accumulation de collagène et une fibrose intimale pouvant 
obstruer la lumière du vaisseau (Figure 7A). Les veinules présentent également une 
hypertrophie de la média donnant lieux à une "artériolisation" de celles-ci. L'occlusion de la 
lumière est souvent accompagnée d'une thrombose qui peut être re-canalisée. L'augmentation 
de la résistance vasculaire au niveau des veinules conduit à une néo-muscularisation des 
petites artérioles avec l'apparition de cellules musculaires lisses au niveau de leurs parois 
normalement dépourvues de couche musculaire. Le remodelage des artères et artérioles 
résultant de la MVOP est similaire à celui rencontré dans l'HTAP à l'exception de l’absence 
caractéristique de lésions plexiformes. Les vaisseaux pleuraux et lymphatiques sont eux 
souvent dilatés. On peut également noter une prolifération capillaire focale, la présence 
d'inflammation interstitielle pouvant conduire à une fibrose, une infiltration lymphatique et à 
l'accumulation d'hémosidérine (hémosidérose), signe d’hémorragie alvéolaire43,44. 
L'hémangiomatose capillaire pulmonaire (HCP) est très similaire à la MVOP et la distinction 
entre les deux pathologies fait encore débat. L’HCP se caractérise par une prolifération 
multifocale prédominante des capillaires pulmonaires alors que la MVOP touche 
principalement les veines. La prolifération capillaire au niveau des septa conduit à l'invasion 
de l'interstitium, avec infiltration ou compression des parois vasculaires sanguines et 
lymphatiques, et à la formation de lésions nodulaires (Figure 7B). Néanmoins les atteintes 
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capillaires et veinulaires semblent souvent aller de pair. 75% des cas diagnostiqués MVOP et 
80% des cas diagnostiqués HCP présentent ainsi simultanément une atteintes capillaire et 
veinulaire ce qui laisse supposer qu'il s'agit de deux manifestations anatomopathologiques de 
la même maladie6,45. 
 
Figure 7 : lésions histologiques de la MVOP et de l’HCP6. 
A : lésion MVOP. Une veinule pulmonaire oblitérée (flèche) par du tissu fibreux (étoile) ; 
B : lésion HCP. Prolifération multifocale des capillaires pulmonaires avec formation de 
nodules (étoile). 
 
Figure 8 : relations possibles entre MVOP et HCP45. 
L’occlusion post capillaire (MVOP) conduit à une prolifération anormale des capillaires 
alvéolaires (HCP). Les deux types de lésions pourraient être deux stades d’un même 
phénomène pathologique.  
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3. Physiopathologie 
3.1. Cellules endothéliales 
Les cellules endothéliales (CE) forment une monocouche (endothélium) non thrombogénique 
recouvrant le système cardiovasculaire et qui fait l'interface avec le sang circulant et la couche 
de cellules musculaires lisses (CML). Cette monocouche joue un rôle stratégique crucial de 
barrière sélective pour les macromolécules et protège les CML sous-jacentes des constituants 
sanguins mais également des forces mécaniques comme les contraintes de cisaillement et la 
pression vasculaire, qu'elle transforme en signal biologique. Les CE forment un groupe 
hétérogène de cellules adaptées à chaque organe sous-jacent et peuvent, en réponse à un 
stimulus, sécréter différentes molécules de transduction pour participer à la régulation du tonus 
et de la structure vasculaire (via la production de molécules d'adhésion), de la vasoconstriction 
(via la libération de monoxyde d'azote [NO], un vasodilatateur), de l'inflammation (via la 
régulation de la fixation des leucocytes), de la fonction de barrière, de la prolifération et de 
l'apoptose cellulaire locale46,47. 
En condition physiologique les CE ont un faible taux d'apoptose et sont considérées comme 
quiescentes et génétiquement stables48. Les CE "activées" en conditions pathologiques 
(contraintes de cisaillement élevées, présence de cytokines pro inflammatoires, d'un agent 
toxique, conditions hypoxiques, stress oxydant...) peuvent exprimer des protéines et des 
marqueurs spécifiques comme E-selectin (Endothelial Selectin, molécule d’adhésion exprimée 
uniquement par les CE activées par des cytokines), (ICAM)-1 (Intracellular Adhesion Molecule-
1) ou des récepteurs au facteur de croissance endothélial VEGF (Vascular Endothelial Growth 
Factor). Les CE activées perdent leur fonction de barrière, produisent des niveaux élevés 
d'interleukine-6 (IL-6) et RANTES (Regulated on Activation Normal T cell ExpreSsed), de 
molécules d'adhésion et des chimiokines favorisant l'adhésion et le passage des leucocytes 
et gagnent un phénotype proliférant (activation des voies de prolifération et inhibition des voies 
anti-apoptotiques)46,48. 
Chez les patients HTAP, les CE semblent également produire moins de NO dans les vaisseaux 
et ainsi favoriser une vasoconstriction au niveau des CML. Le taux d’expression de la NO 
synthétase endothéliale (eNOS) permettant la catalyse de la L-arginie en citruline pour 
produire du NO semble diminué chez les patients atteints d’HTAPi au niveau des vaisseaux 
pulmonaires à l’exception des lésions plexiformes où il se trouve augmenté49,50. 
En plus de son effet sur la vasodilatation, le NO empêche également l’agrégation des 
thrombocytes et limite la production d’endothelin-1 (ET-1) surexprimée chez les patients HTAP 
et atteint du syndrome d’Eisenmenger. L’ET-1 produite par les CE se fixe aux récepteurs ETA 
et ETB des CML ce qui induit leur prolifération, leur migration et la vasoconstriction du 
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vaisseau. Dans les fibroblastes, elle provoque la production de collagène et de matrice 
extracellulaire. Son effet est contrebalancé par sa fixation au récepteurs ETB des CE qui induit 
normalement la libération de NO et de prostacycline. Cependant l’action d’ETB n’est pas 
uniquement vasodilatatrice. En effet il a été décrit que l’activation d’une population de 
récepteurs ETB des CML vasculaires contribuait à la vasoconstriction51. 
Les patients HTAP ont une expression d’ET-1 anormalement élevée au niveau des CE 
vasculaires. Le taux d’ET-1 semble corréler avec l’augmentation des résistances vasculaires 
pulmonaires chez les patients HTAP et HTAP avec syndrome d’Eisenmenger52. De plus il a 
été rapporté que le gène codant pour ETB est également surexprimé dans le cas des patients 
atteint d’hypertension pulmonaire thromboembolique53,54. L’utilisation d’antagonistes aux 
récepteurs à l’ET-1 dans le traitement de l’HTAP, comme le Bosentan, permet d’améliorer la 
capacité à l’effort, les paramètres hémodynamiques et la survie des patients55. Ces 
observations permettent de supposer que la voie de l’ET-1 est impliquée dans la pathogénèse 
de l’HTAP48. 
La prostacycline produite par les CE est un vasodilatateur atténuant la prolifération des CML 
vasculaires et ayant un effet anti-inflammatoire et anti-thrombotique. La production altérée de 
prostacycline semble également jouer un rôle dans la physiopathologie de l’HTAP. Les 
métabolites de la prostacycline se retrouvent en plus faible quantité dans les urines des 
patients atteints d’HTAP56. De plus l’expression des récepteurs à la prostacycline ainsi que 
l’expression de la prostacycline synthase sont diminuées chez les patients57,58. La baisse de 
prostacycline semble donc avoir un rôle important dans la physiopathologie de l’HTAP et son 
utilisation ainsi que ses analogues en traitement est une voie thérapeutique utilisée dans 
l’HTAP. 
Il est intéressant de noter que la voie BMPRII protège les CE de l'apoptose. L'altération de 
l'expression du gène BMPR2 par petits ARN interférents (pARNi ou siRNA pour small 
interfering RNA) multiplie presque par 3 le taux d'apoptose dans des CE pulmonaires contrôles 
en culture59. On peut ainsi penser que chez les patients porteurs du gène muté ou ceux ayant 
une voie BMPR2 non fonctionnelle, l'apoptose continue des CE endommage grandement 
l'endothélium dans les stades précoces de l'HTAP et favorise l'émergence d'une population 
de CE résistante à l’apoptose59. 
Toutes ces observations font de la CE un élément central dans la physiopathologie de l’HTAP. 
La dysfonction endothéliale conduit à une prolifération des CE observée au niveau des lésions 
intimales et plexiformes, mais joue également un rôle sur la prolifération des CML au niveau 
de la média (Figure 9). 
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Figure 9 : dysfonction endothélial dans l’HTAP et le remodelage vasculaire48. 
CE : cellules carrées ; CML : cellules ovales. 
3.2. Cellules musculaires lisses 
Les cellules musculaires lisses (CML) vasculaires entourant les artères au niveau de la média 
présentent différents phénotypes au sein du même vaisseaux comme le phénotype dit 
contractile et le phénotype dit synthétique. Les CML ayant une fonction contractile ont une 
forme allongée avec un faible taux de prolifération et de migration. D'autres ayant une fonction 
de synthèse ont une forme rhomboïde avec un taux de prolifération et de migration élevé 
(Figure 10). Hormis leur morphologie, il est possible de les distinguer en utilisant des 
marqueurs spécifiques de chaque sous-groupe. Ainsi les CML à phénotype contractile 
expriment de l'α-actine du muscle lisse (α-SMA), de la desmine, de la smoothelin ou de la h-
caldesmon alors que les CML à fonction de synthèse expriment des protéines comme la 
myosine non musculaire ou la protéine de liaison du rétinol (RBP, Retinol Binding Protein)60,61. 
Les CML ont la capacité de changer de phénotype dans certaines conditions. Ainsi en cas 
d’atteinte cellulaire ou en présence de PDGF-A ou PDGF-B, les CML à phénotype contractile 
peuvent devenir des CML à phénotype de synthèse pour acquérir un phénotype prolifératif et 
participer à la réparation du vaisseau. A l'inverse la présence du TGF-β induit un passage du 
phénotype de synthèse à celui contractile. Ces mécanismes d'adaptation du phénotype des 
CML dépendent étroitement des messages envoyés par les CE sous-jacentes. Ainsi des 
contraintes de cisaillement basses déclenchent la multiplication des CE et la production par 
26 
 
celles-ci de PDGF-BB qui induira un phénotype prolifératif dans les CML voisines, ces 
dernières répondant par la production de TGF-β agissant sur les CML et les CE comme un 
retro contrôle62. 
 
Figure 10 : CML ayant une fonction contractile (A) ou une fonction de synthèse (B)61. 
A : les CML ayant une fonction contractile ont un faible taux de prolifération et de 
migration. B : Les CML rhomboïde à fonction de synthèse ont un taux de prolifération et 
de migration élevé. Echelle : 150 μm. 
3.3. Cellules inflammatoires 
L'inflammation joue un rôle clé dans le développement de l'HTAP et est pressentie pour faire 
partie des éléments déclencheurs de la maladie. Au niveau des vaisseaux remodelés de 
patients HTAPi, nous pouvons observer des infiltrats inflammatoires (Figure 11) de 
lymphocytes B, de lymphocytes T, de mastocytes et de cellules dendritiques ainsi que la 
formation de follicules lymphoïdes tertiaires (Figure 12, Figure 13). 
 
Figure 11 : lésion plexiforme chez un patient HTAP sévère63. 
La lésion présente des infiltrats inflammatoires lymphatiques.  
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Figure 12 : accumulation de lymphocytes organisés en follicule lymphoïde à proximité 
d’une artère HTAP remodelée64. 
Ar : artère. DV : vaisseau distal. 
 
Figure 13 : organisation histologique d’un organe lymphoïde tertaire associé à une artère 
HTAPi remodelée64.  
28 
 
Cette inflammation au niveau pulmonaire est associée à des taux sériques d'IL1-β, IL-2, IL-4, 
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 et TNF-α chez les patients HTAP supérieurs à ceux des sujets 
contrôles (Tableau 2)65,66. 
Tableau 2 : taux seriques de cytokines chez les patients HTAPi (avec ou sans mutation 
sur BMPR2) et contrôles66. 
 
 
Certaines cytokines semblent être des indicateurs de l'évolution de la maladie. Ainsi la MCP-
1 (monocyte chemoattractant protein-1), une chimiokine pro-inflammatoire attirant les 
monocytes et les macrophages, se retrouve présente en concentration élevée chez les 
patients HTAPi et en particulier chez ceux diagnostiqués à un stade précoce de la maladie67. 
D'autres semblent être de bons indicateurs de survie. Ainsi un taux élevé d’IL-6, IL-8, IL-10 ou 
IL-10 semble corréler avec un faible taux de survie (Figure 14).  
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Figure 14 : taux sérique d’IL-6, -8, -10 et -12 et survie des patients HTAPi et HTAPf66. 
Un taux élevé de ces cytokines semble corréler avec un faible taux de survie. 
En plus de la forte présence de cellules inflammatoires in situ et de l'augmentation des 
cytokines sériques, il est intéressant de noter que l’HTAP peut survenir dans un contexte 
d'inflammation systémique comme un lupus érythémateux, une sclérodermie, un syndrome de 
polyneuropathie, une organomegalie, une endocrinopathie, une gammopathie monoclonale, 
une thyroïdite de Hashimoto, un syndrome POEMS, hépatite auto-immune, connectivite ou 
encore une maladie de Castleman68,69. 
L'utilisation de thérapies anti-inflammatoires peut d’ailleurs, dans certains cas, améliorer 
l'HTAP associée à des connectivites70, dont le lupus érythémateux71, au syndrome POEMS72, 
et de la maladie de Castleman73. Tous ces indices tendent à confirmer le rôle majeur joué par 
l'inflammation dans la genèse de l'HTAP humaine74. 
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Par ailleurs, toutes les HTP expérimentales sont associées à une inflammation vasculaire 
pulmonaire plus ou moins marquée75. 
3.4. Facteurs de croissances et cytokines pro-inflammatoires 
3.4.1. VEGF 
Le VEGF est un facteur de croissance exprimé à un niveau anormalement élevé par les CE et 
les thrombocytes de patients HTAP48,76. Impliqué dans l'angiogenèse et la vasculo-genèse, le 
VEGF est sécrété par différents types de cellules mésenchymateuses et stromales et interagit 
avec les récepteurs de tyrosine kinase VEGFR-1 et VEGFR-2 principalement présents au 
niveau des CE sur lesquelles il a une action mitogénique et chimioattractante77. 
L'activation de VEGFR-2 chez les CE a une action pro-angiogénique et mitogénique. A 
l'inverse l'activation de VEGFR-1 semble servir à piéger le VEGF pour contrebalancer son 
activité mais également à promouvoir la survie cellulaire via la production de survivine. Ainsi 
des souris ayant un knockout du gène Flt-1 codant pour VEGFR-1, n'exprimeront que le 
VEGFR-2 et seront sujette à une prolifération angioblastique aberrante conduisant à la mort 
in utero78. 
Le VEGF agit également sur la vasodilatation des vaisseaux en favorisant la synthèse de NO 
et de prostacycline79,80. Ainsi sa surexpression protège les rats du développement d'une HTAP 
en condition hypoxique81, et à l'inverse l'utilisation d’un inhibiteur du récepteur au VEGF 
(SU5416/Sugen) induit chez le rat nouveau-né une hypertension et des malformations 
pulmonaires82. 
Il a été montré, dans le cadre d'une étude sur l'importance de BMPR2 dans la gestation chez 
des souris ayant une invalidation (KO) conditionnelle, que l'absence de voie BMPR2 
fonctionnelle pouvait supprimer la voie de signalisation du VEGF83. Ce résultat expliquerait 
ainsi que les taux élevés de VEGF chez les patients n’améliore pas leur HTAP si leur voie de 
signalisation BMPR2 est altérée. Par contre, il semblerait que le VEGF induise la prolifération 
des CE pathologiques dans les lésions plexiformes où il est largement surexprimé84, ainsi que 
la résistance des CE à l'apoptose via VEGFR-1 et la production de survivin85. 
3.4.2. EGF 
Le facteur de croissance épidermique (EGF pour epidermal growth factor) est un facteur de 
croissance induisant la survie, la migration et la prolifération des CML via l’activation des 
récepteurs à tyrosine kinase (RTK) EGFR. Son action est dépendante de la présence la 
ténascine-C (TN-C), un élément de la matrice extracellulaire exprimé principalement durant 
les phases de restructuration tissulaires normales ou pathologiques. Dans le modèle d’HTP 
expérimentale induite par l’exposition à la monocrotaline, il a été montré que la TN-C co-
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localisait avec les zones de proliférations des CML au niveau des petites artères 
remodelées86,87. Dans le même modèle, il a été montré que le blocage de la voie EGF induit 
l’apoptose des CML et améliore l’état des rats exposés à la monocrotaline (rats MCT) laissant 
supposer une voie thérapeutique à exploiter86. 
Ainsi, l’utilisation de certains antagonistes du récepteur EGFR (gefitinib et erlotinib) a un effet 
bénéfique sur le remodelage cardiaque, les résistances vasculaires pulmonaires totales, et le 
remodelage pulmonaire des rats MCT. Cependant il faut noter que les rats sur-expriment 
EGFR dans ce modèle d’HTP ce qui ne semble pas être le cas des patients HTAPi88. 
3.4.3. FGF 
Les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF - Fibroblast growth factor) constituent une 
famille de 23 protéines principalement sécrétées par les fibroblastes. Parmi celles-ci, le FGF2 
se retrouve être sécrété de façon anormalement élevé par les CE d’artères pulmonaires issues 
de patient HTAPi. Ce facteur de croissance agit au niveau des cellules vasculaires via son 
interaction avec le récepteur à tyrosine kynase (RTK) FGFR. Le FGF2 ou bFGF sécrété peut 
se fixer à la matrice extra-cellulaire où il est stocké pour être libéré en cas de protéolyse de 
celle-ci. Il a une action autocrine et paracrine qui induit une prolifération des CML et des CE, 
ainsi qu’une résistance à l’apoptose des CE89–92. 
3.4.4. PDGF 
Le PDGF (Platelet-derived growth factor) est un facteur de croissance induisant la croissance 
et la migration des cellules musculaires lisses et des fibroblastes. Il est synthétisé par les CE, 
les macrophages et les CML. Le PDGF est composé de 2 chaînes polypetidiques (chaînes A 
et B) et se retrouve sous forme d'homo ou d'hétérodimère (PDGF-AA, PDGF-AB ou PDGF-
AB) qui interagissent avec les récepteurs à tyrosine kinase PDGFR-α et PDGFR-β93,94. 
D'un point de vue pathologique, il est impliqué dans le développement de maladies fibro-
proliférative comme les fibroses pulmonaires interstitielles95, l'hypertension pulmonaire 
hypoxique96 et l'athérosclérose97. Dans le cas des hypertensions pulmonaires primaires, 
l'expression du PDGF se retrouve significativement augmenté dans les biopsies 
pulmonaires98. Ce PDGF se retrouve au niveau des CE et des CML des petites artères 
remodelées. Une augmentation du taux de récepteurs PDGFR-β est également rapportée 
avec une localisation principalement au niveau des CML des petites artères remodelées et en 
moindre quantité dans les CE. L'effet pro-prolifératif et migratoire du PDGF sur les CML peut 
être inhibé notamment par l'utilisation d'imatinib mesylate (nom commercial Gleevec®), un 
médicament un temps envisagé pour le traitement de l'HTAP, via son effet sur les tyrosines 
kinases (mais ayant trop d’effets secondaires)99,100. 
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3.4.5. IL-6 
L'interleukine-6 (IL-6) est produite par des cellules inflammatoires comme les monocytes et 
les lymphocytes-T. Elle se retrouve en concentration élevée dans les séra de patients atteints 
d'HTAP65,66. 
Dans les modèles expérimentaux, l'IL-6 semble jouer un rôle important dans le développement 
de l'HTAP. Ainsi la surexpression de l'IL-6 ou l'injection d'IL-6 exogène induit une hypertension 
artérielle pulmonaire exacerbée par la mise en hypoxie chez la souris et le rat101–103. 
3.4.6. TNF 
Le facteur de nécrose tumorale-α (TNF-α, tumor necrosis factor-α) est une cytokine impliquée 
dans la réponse inflammatoire. Il est produit par les macrophages et les monocytes activés 
par la présence de lipopolysaccharides (LPS) en cas d'infection bactérienne104. 
La libération de grande quantités de TNF-α permet l'activation des neutrophiles et la libération 
d'autres cytokines inflammatoires et modifie les propriétés de barrières de cellules 
endothéliales ce qui facilite le passage des protéines plasmatiques dans les espaces 
interstitiels de l'endothélium105. 
Le TNF-α, en plus d'agir sur la perméabilité endothéliale via son action sur les intégrines, les 
molécules d'adhésions et les métalloprotéases, joue un rôle à la fois anti et pro-angiogénique. 
Ainsi, les souris KO pour le récepteur TNFR1 présenteront une angiogénèse plus rapide que 
les contrôles après une ischémie temporaire des membres inférieurs alors que les souris KO 
pour le deuxième récepteur du TNF-α, TNFR2, auront elles une angiogenèse réduite106,107. 
De plus il a été démontré que le TNF-α induit dans les cellules endothéliales "tip cell" 
l'activation des gènes PDGF-B et VEGFR2 (pro-angiogéniques) tout en inhibant la voie de 
signalisation VEGFR2. Ainsi la présence temporaire de TNF-α permet d'amorcer 
l'angiogenèse tout en la retardant tant que l'inflammation n'est pas passée107. Cette cytokine 
a enfin une action sur le tonus vasculaire. Ainsi une forte concentration de TNF-α induit une 
baisse la production de prostacycline dans les CML d'artères pulmonaires de rats108. Son 
injection chez le rat induit également une augmentation de la réactivité vasculaire à 
l’angiotensine II et à l'hypoxie109. 
Cependant, le TNF-α peut avoir une action délétère. Au niveau pulmonaire, la présence 
chronique de TNF-α semble responsable de fibrose pulmonaire et sa surexpression dans les 
pneumocytes de type II de souris conduit à une inflammation pulmonaire et à une hypertension 
pulmonaire110. 
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Dans le cas des patients HTAP, cette cytokine se retrouve en concentration élevée dans le 
sérum. Cependant le taux de TNF-α ne semble pas être corrélé avec la gravité des paramètres 
hémodynamiques ou la survie des patients66. L'utilisation de rhTNFRFc (recombinant TNF-
alpha receptor II:IgG Fc fusion protein), un antagoniste du TNF-α, a permis d'améliorer les 
paramètres hémodynamiques, le remodelage cardiaque et l'inflammation de rats exposés à la 
MCT111. 
Une autre molécule antagoniste, l'Etanercept, permet quant à elle de protéger les rats de 
l'action du TNF et d'améliorer l'hypertension pulmonaire induite par les endotoxines chez le 
cochon112–114. 
3.5. Endothéline-1 
L'endothéline (ET-1) est un neuropeptide vasoconstricteur sécrété principalement par les CE 
vasculaires et en moindre quantité par les CML et les fibroblastes pulmonaires115. 
L'ET-1 agit en se fixant aux récepteurs ETA et ETB des CML. Produite en condition hypoxique 
ou en présence de facteurs de croissances, cytokines, thombine, angiotensine II ou de 
contraintes de cisaillement, l'ET-1 libérée provoque la contraction des CML et leur 
prolifération52,116. 
Son effet vasoconstricteur lors de la fixation aux récepteurs ETA et ETB des CML est contre 
balancé par sa fixation aux récepteurs ETB des CE. S’il a été décrit que l’activation d’une 
population de récepteurs ETB des CML vasculaires contribue à la vasoconstriction51, 
l'activation des récepteurs ETB endothéliaux induit à l’inverse une vasodilatation via une 
augmentation de la production de prostacycline et de monoxyde d'azote (NO), deux 
vasodilatateurs, ainsi que l'élimination de l'ET-1 circulante (Figure 15)117. 
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Figure 15 : action de ET-1 sur les CE et les CML d’artère pulmonaire117. 
La libération d’ET-1 par les CE provoque la contraction chez les CML. Cette action 
vasoconstrictrice est contre-balancée par l’activation de l’eNOS dans les CE. 
L'ET-1 se retrouve surexprimée chez les patients HTAP52,54 et l’utilisation d’antagonistes des 
récepteurs à ET-1 permet d’améliorer l’HTAP et les HTP expérimentales55,118,119. 
3.6. Monoxyde d'azote 
Le monoxyde d'azote (NO) est un composé radicalaire gazeux soluble et lipophile produit par 
les NO synthétase (NOS) à partir de L-arginine et d'oxygène. Le NO joue un rôle de 
vasodilatateur au niveau vasculaire, mais également d'inhibiteur dans l'agrégation des 
thrombocytes, la formation de thombi et l'adhésion leucocytaire. Il permet également d'inhiber 
la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses via l'activation de guanylate 
cyclase et l'augmentation de la production de guanosine monophosphate cylique (cGMP)120–
122. Chez les patients HTAP, on observe une diminution de la production de NO au niveau des 
cellules endothéliales, favorisant ainsi la vasoconstriction et la prolifération des CML50. Cette 
diminution peut être expliquée par une augmentation d'inhibiteurs compétitifs de la NOS 
endothéliale comme la diméthylarginine asymétrique, une diminution du taux de L-arginine, 
une augmentation de l'élimination du NO par les dérivés réactifs de l'oxygène (DRO ou ROS 
pour reactive oxygen species) ou par l'hémoglobine123–125. 
En plus de la diminution du NO il y a également une surexpression de phosphodiestérases 
(PDE) dans les poumons de patients HTAP126. Ces enzymes inactivent les effets 
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antiprolifératifs du NO sur les CML en dégradant la cGMP mais également l'adénosine 
monophosphate cyclique (AMPc). Il existe deux PDE sélectives de la cGMP, PDE-5 et PDE-
6. PDE-5 est celle qui est principalement impliquée dans la dégradation du NO. Des inhibiteurs 
de PDE-5 sont ainsi utilisés chez les patients pour faciliter les effets vasodilatateurs et 
antiprolifératifs du NO endogène. Leur utilisation permet d’améliorer leurs paramètres 
hémodynamiques, leur survie et leur résistance à l’effort124,127,128. 
3.7. Prostacycline 
La prostacycline (PGI2) est un membre de la famille des médiateurs lipidiques des 
prostaglandines. Elle est principalement produite par les CE à partir de l'acide arachidonique 
et se fixe au récepteur IP, un récepteur transmembranaire couplé à la protéine G présent 
principalement au niveau des CML vasculaires et des thrombocytes129. C'est un vasodilatateur, 
un anti-thrombotique et un inhibiteur de l'agrégation des thrombocytes de courte durée de 
vie130. 
Dans le cas de l'HTAP, le taux de PGI2 se retrouve en plus faible taux dans les urines de 
patients et la prostacycline synthétase est sous exprimée au niveau du tissus pulmonaire56,58. 
L'utilisation de PGI2 ou d'analogues permet d’obtenir des effets positifs dans le cas des HTAP 
expérimentales et humaines et fait partie des traitements utilisés pour la prise en charge 
thérapeutique des patients131,132. 
3.8. Les canaux potassiques 
Les canaux ioniques sont des protéines transmembranaires qui permettent de réguler le 
potentiel de membrane et les concentrations d'ions intracellulaires. Les canaux potassiques 
sont impliqués dans la régulation du tonus vasculaire mais également, via leur action sur le 
potentiel membranaire, dans la régulation des concentrations en ion potassium (K+) et calcium 
(Ca2+), la migration, la prolifération et l'apoptose133. 
Ainsi, lorsque les canaux potassiques sont activés ou surexprimés, la membrane plasmique 
devient hyper-polarisée, ce qui ferme les canaux calciques voltage dépendants. La fermeture 
des canaux bloque l'entrée d'ions Ca2+ dans la cellule. La diminution de la concentration en 
Ca2+ dans les CML d'artère pulmonaire entraîne la vasodilatation (Figure 16). A l'inverse, 
lorsqu'ils se retrouvent bloqués ou sous-exprimés, la membrane des CML d'artères 
pulmonaires se dépolarise et ouvre les canaux calciques voltage dépendants. Cette ouverture 
des canaux calciques permet une entrée d'ion Ca2+ ce qui augmente la concentration calcique 
dans le cytoplasme et le réticulum sarcoplasmique, ce qui permet l'interaction entre la myosine 
et les microfilaments d'actine, et provoque la vasoconstriction des CML (Figure 16) 62,134–136. 
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Figure 16 : rôle des canaux potassiques (K+) et calciques (Ca2+) dans le tonus 
vasculaire136. 
Le blocage des canaux K+ (ou leur sous expression) induit la déposarisation de la 
membrane et l’ouverture des canaux CA2+ et la vasoconstriction. A l’inverse, l’activation 
des canaux K+ conduit à une hyperpolarisation de la membrane qui induit la fermeture 
des canaux Ca2+. La baisse du [Ca2+] intracellulaire entraine la vasodilatation de l’artère. 
L'entrée de Ca2+ favorise également la prolifération cellulaire durant laquelle il joue le rôle de 
second messager. En effet les ions Ca2+ sont nécessaires à la progression du cycle cellulaire 
notamment aux phases G0 et G1, à la synthèse d'ADN et à la mitose (Figure 17)136. 
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Figure 17 : rôle des canaux calciques dans la prolifération et la contraction des CML 
d’artères pulmonaires136. 
Les ions Ca2+ sont nécessaires à la progression du cycle cellulaire ainsi qu’à la 
vasoconstriction. 
Enfin, le blocage des canaux potassiques empêche l'apoptose. En effet les ions K+ inhibent 
les caspases et permettent le maintien du volume cellulaire. Leur sortie via les canaux 
potassiques est donc nécessaire pour permette l'activation des caspases et l'initiation de 
l'apoptose62,136. 
Le maintien de l'équilibre entre canaux calciques et canaux potassiques est une des voies 
thérapeutiques utilisées chez les patients. Ainsi certains traitements ciblent le blocage des 
canaux calciques (nifedipine, diltiazem et amlodipine) pour limiter la prolifération et la 
vasoconstriction. Cependant seuls 5% des patients répondent aux bloqueurs de canal calcique 
et reçoivent ce traitement137. 
Enfin, des mutations dans le gène KCNK3, codant pour la protéine formant le canal potassique 
également appelé TASK-1, ont récemment été identifiées chez certains patients HTAP. Son 
rôle dans la pathogénèse reste encore à élucider14,15.  
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II. ASPECTS INNOVANTS DU REMODELAGE VASCULAIRE 
1. Transition endothélio-mésenchymateuse (EndoMT) 
La transition endothélio-mésenchymateuse (EndoMT, EnMT ou parfois appelée EMT) est un 
processus de transition phénotypique qui permet aux CE de coloniser le tissu environnant et 
de changer progressivement de phénotype. Ce processus, similaire à la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT), est un processus physiologique clé de la formation des organes 
lors du développement embryonnaire138,139. Ce processus est crucial dans la muscularisation 
et la différenciation des artères de l'embryon138,140–142. 
Jusqu'à la fin des années 1990 l’existence d’une EndoMT de l’endothélium mature impliquée 
dans la néo-muscularisation des vaisseaux faisait débat et certains auteurs avançaient 
l'hypothèse de l'existence de précurseurs de CML distincts des précurseurs endothéliaux143,144. 
Il a été depuis démontré que ce processus ne se limitait pas aux stades prénataux mais pouvait 
avoir lieu au stade adulte, celui-ci pouvant être adaptatif ou pathologique145,146. 
Tableau 3 : Mécanismes physiologiques et pathologiques impliquant l’EndoMT146. 
Mécanismes physiologiques Mécanismes pathologiques 
 Développement cardiaque  Tumeurs 
 Fibrose  Athérosclérose 
 Angiogenèse  Ossification hétérotopique 
  Hypertension portal idiopathique 
  Scléroses systémiques 
  Infarctus du myocarde 
  Calcification des vaisseaux 
  Kératopathies 
 
1.1. Définition 
1.1.1. Mécanismes cellulaires 
L’EndoMT est un processus complexe au cours duquel la CE en transition va perdre 
progressivement ses protéines impliquées dans la jonction avec les autres cellules de 
l’endothélium (CD31, VE-cadherin, P-catenin) et migrer dans le tissu environnant. La CE en 
transition va perdre son phénotype et ses marqueurs endothéliaux (CD34, vWF) et se mettre 
à exprimer des protéines mésenchymateuses (α-SMA, vimentine, collagène interstitiel de type 
I et III). Au cours de cette transition, la cellule se retrouve à exprimer simultanément les deux 
phénotypes, endothélial et mésenchymateux. Ce changement s’accompagne également de 
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l’expression d’un phénotype pro-prolifératif, pro-fibrosant et invasif ce qui permet aux cellules 
en EndoMT de former un couche de cellules mésenchymateuses sous l’endothélium. Une fois 
l'EndoMT terminée, la cellule a perdu tout marqueur endothélial et n'exprime plus qu'un 
phénotype mésenchymateux (Figure 18). La transition de phénotype entre CE et cellule 
mésenchymateuse n'est pas à sens unique et l'EndoMT est réversible. Ainsi dans certaines 
conditions ce sont les cellules mésenchymateuses qui donneront des CE via un processus de 
transition mésenchymateuse-endothéliale (MET)147. 
 
Figure 18 : mécanismes cellulaires de l’EndoMT148. 
Les CE en transition perdent leurs protéines de jonction (A et B) et migrent dans le tissu 
environnant (B et C). Les CE en transition perdent progressivement leur marqueurs 
endothéliaux se mettent à exprimer des marqueurs mésenchymateux. Durant ce 
processus les cellules EndoMT expriment simultanément les deux phénotypes, 
endothélial et mésenchymateux (B et C). A la fin de la transition, les cellules EndoMT 
ont perdu tous les marqueurs endothéliaux permettant de les différencier des cellules 
mésenchymateuses résidentes (D). 
1.1.2. Mécanismes moléculaires 
Contrairement à l’EMT, les mécanismes moléculaires de l’EndoMT sont encore peu connus. 
L’une des voies de régulation de d’EndoMT décrite est celle du TGF-β. Il a été rapporté que le 
TGF-β1 seul pouvait induire l’EndoMT des CE pulmonaires in vitro149. Le maintien du 
phénotype semble dépendant de la présence de TGF-β1 et est réversible si celui-ci est ôté du 
milieu de culture. Une autre étude rapporte que l’activation de Ras permet le maintien du 
phénotype mésenchymateux acquis même après l’arrêt du traitement au TGF- β150. 
D’autres études sur les CE intestinales, coronariennes ou de l’œsophage soulignent 
l’importance du TGF-β dans l’induction de la transition de phénotype. Celles-ci rapportent une 
EndoMT des CE après traitement aux TGF-β1 ou 2 seuls ou en association avec TNFα et IL-
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1β (avec un effet synergique de l’association TGF-β2/IL-1β via l’activation de NFκB) suggérant 
d’autres voies de modulation que celle du TGF-β seule151–154. 
L’induction de l’EndoMT par la voie TGF-β semble passer par 2 voies de signalisation 
distinctes. L’une passe par une augmentation de l’expression de Snail-1, un des facteurs de 
transcription qui, avec Twist et Slug régulent l’EndoMT et l’EMT, l’autre passe par la voie des 
Smad155. 
Dans le premier cas, la stimulation de la voie du TGF- β induit l’activation des kinases PKC-δ 
(Protein Kinase C delta) et cAbl. PKC-δ et cAbl activés vont phosphoryler la serine 9 de 
l’enzyme GSK-3β (Glycogen Synthase Kinase 3 beta) ce qui conduit à son inactivation. GSK-
3β est impliquée dans la régulation du facteur de transcription Snail (ou Snail 1). Lorsqu’elle 
est activée, GSK-3β inhibe l’expression de Snail, maintient Snail hors du noyau de la cellule 
et l’inactive en le phosphorylant. L’inhibition de GSK-3β va conduire à une accumulation de 
Snail sous sa forme active dans le noyau. Cette accumulation nucléaire de Snail va conduire 
à une surexpression du gène Snail ainsi qu’à l’inhibition de l’expression du gène de la VE-
cadherin et la stimulation de l’expression du gène de l’α-SMA (Figure 19 et Figure 20)156–158. 
GSK-3β semble également impliquée dans la régulation de la β-catenin nucléaire. L’inhibition 
de GSK-3β conduit à une accumulation nucléaire de β-catenin ce qui provoque une 
surexpression de Vimentine, uPAR (urokinase plasminogen activator receptor) et des MMPs, 
d’autres protéines impliquées dans l’acquisition des phénotypes EMT et EndoMT159. 
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Figure 19 : mécanismes moléculaires d’activation de l’EndoMT via la voie Snail157. 
L’activation de la voie du TGF-β ou de la voie Wnt conduit à l’inactivation de GSK-3β qui 
régule l’expression de Snail. 
 
Figure 20 : mécanismes moléculaires de régulation de Snail par GSK-3β156. 
GSK-3β maintien Snail hors du noyau de la cellule et l’inactive. L’inhibition de GSK-3β 
va permettre une accumulation de Snail nucléaire qui conduit à une surexpression du 
gène Snail et à induire l’EndoMT. 
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La seconde voie de régulation de l’EndoMT par la voie du TGF-β passe par la voie des Smad. 
La fixation du TGF-β au complexe TβR-I et TβR-II permet l’activation de la TβR-II kinase qui 
va phosphoryler TβR-I et l’activer. La forme active de TβR-I va à son tour phosphoryler Smad2 
et Smad3. Les formes activées de Smad2 et 3 vont former un complexe avec Smad4 (Figure 
21). Le complexe ainsi formé va migrer vers le noyau de la cellule où il va interagir avec la 
protéine CBP (CREB Binding Protein) et induire la surexpression de Snail154,160–162. 
 
 
Figure 21 : mécanismes d’activation de la voie Smad2, Smad3 et Smad4 par les 
récepteurs au TGF-β163. 
Les données expérimentales montrent que le traitement au TGF-β des CE n’influence pas que 
Snail mais aboutit également via l’augmentation du complexe Smad2/3/4 dans le noyau à une 
surexpression de Slug (également appelé Snail-2) et de Twist-1, deux facteurs de transcription 
régulant l’EndoMT et l’EMT au même titre que Snail164. Il a été montré que l’activation de 
mTOR, lui-même pouvant être activé par la voie du TGF-β, induisait une EndoMT via 
l’activation de Slug et, dans une moindre mesure, de Twist et Snail165. 
Une autre voie de signalisation induisant l’EndoMT passe par la voie « canonique » Wnt/β-
catenin. L’activation de la voie Wnt va conduire à une inhibition de GSK-3β et à une 
accumulation de β-catenin et Snail au niveau du noyau cellulaire et ainsi induire la 
transition157,166.  
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L’initiation de l’EndoMT passe également par l’activation de la voie Notch. Si les mécanismes 
précis d’induction de l’EndoMT via la voie Notch sont encore peu connus, il a été rapporté que 
son activation dans les cellules endothéliales aboutit à une inhibition de l’expression des 
protéines endothéliales VE-cadherin, PECAM-1, Tie1, Tie2 et eNOs et à l’expression des 
marqueurs mésenchymateux α-SMA, fibronectin et des récepteurs au PDGF ainsi qu’une taxie 
vers les sources de PDGF-BB167. 
Pour ce qui est des mécanismes moléculaires il semble que Notch régule l’expression de Slug. 
Il a en effet été décrit que l’activation de Notch par Jagged1 ou Dll4 ou via les formes activées 
Notch 1 ou 4 induisait une expression de Slug. L’augmentation de Slug réprime directement 
l’expression des gènes codant pour la VE-cadherin, le CD31 ainsi que Tie2, participant ainsi 
à la perte des jonctions et du phénotype endothélial167–169. 
Cette voie d’activation via Slug peut induire une EndoMT indépendamment de la voie TGF-β. 
Cependant il semble que les 2 voies interagissent entre elles. Ainsi le TGF-β1 peut activer la 
voie Notch et l’inhibition de Notch par le N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-l-alanyl]-S-
phenylglycine t-butyl ester (DAPT) bloque l’EndoMT induite par les TGF-β1, TGF-β2 et TGF-
β3 dans les CE170. 
Si les voies de signalisation de l’EndoMT n’ont pas toutes été étudiées, les similarités de 
celles-ci avec celles de l’EMT permettent de supposer qu’elles sont communes aux deux 
phénomènes (Figure 22 et Figure 23). Cette mise en parallèle des deux mécanismes permet 
d’apprécier les mécanismes régulant chaque étape de l’EndoMT notamment en condition 
pathologique (Figure 24). 
 
Figure 22 : mécanismes moléculaires des voies d’induction de l’EMT171. 
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Figure 23 : mécanismes moléculaires régulant l’expression des facteurs de transcription 
de l’EMT171. 
 
Figure 24 : mécanismes supposés régulant l’EndoMT en réponse à une agression172. 
Le parallèle avec l’EMT permet d’apprécier les mécanismes régulant chaque étape de 
l’EndoMT.  
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1.2. EndoMT dans le développement embryonnaire 
L’EndoMT et l’EMT sont deux phénomènes primordiaux dans le développement 
embryonnaire. Ainsi dès les stades précoces c’est un processus d’EndoMT qui est impliqué 
dans la formation du cœur et des valves cardiaques. Au jour 9.5 du développement 
l’embryonnaire, une activation de Notch provoque une EndoMT des cellules endothéliales et 
endocardiales du canal atrioventriculaire et de la région d’éjection cardiaque qui permet aux 
CE de coloniser la matrice acellulaire formant la gelée cardiaque. La prolifération des cellules 
EndoMT va permettre de former les premier tissus mésenchymateux des septa puis des valves 
cardiaques146,173–177. 
L’EndoMT des CE vasculaires permet également la formation de la couche musculaire et 
l’épaississement des artères, d’abord de l’aorte puis progressivement des plus petit 
vaisseaux139,141,142,178,179. 
Ainsi si les études morphologiques d’embryons humains indiquent que la couche musculaire 
des veinules pulmonaires apparaît à J 56, il est intéressant de noter que des cellules 
endothéliales α-SMA positives y sont observables dès J 44 et cela jusqu’au 140ème jour, 
suggérant une implication de l’EndoMT dans leur maturation. Le double phénotype des CE est 
également observé au niveau des capillaires à partir de J 84172,180. 
1.3. EndoMT et cellules souches mésenchymateuses (CSM) 
L’étude de la fibrodysplasie ossifiante progressive (FOP), une maladie génétique rare 
caractérisée par une ossification progressive des muscles squelettiques et des tendons 
conduisant à la mort du patient, a permis d’apporter un nouvel éclairage sur le rôle 
physiologique et pathologique de l’EndoMT. Le processus pathologique d’ossification des 
lésions FOP commence en effet par une accumulation et une condensation de cellules 
mésenchymateuses. Ces cellules mésenchymateuses donneront ensuite, par ossification 
endochondrale et chondrogenèses, les chondrocytes et les ostéoblastes responsables de 
l’ossification du tissus181,182. 
Une étude récente de Medici et al. a démontrée que certains de ces chondrocytes et 
ostéoblastes rencontrés dans les lésions de modèles murins de FOP exprimaient des 
marqueurs endothéliaux (vWF et Tie-2). L’utilisation d’un transgène Tie2-Cre permettant de 
tracer les lignées endothéliales a confirmé l’origine endothéliale des chondrocytes et 
ostéoblastes183. Dans des modèles d’ossification hétérotropique, ce serait ainsi 50% des 
cellules osseuses et cartilagineuses qui auraient une origine endothéliale184. Les patients FOP 
sont porteurs d’une mutation sur le gène du récepteur ALK2 (Activin-like kinase 2). Cette 
mutation (R206H) conduit à une activation du récepteur ALK2, un récepteur du TGF-β185. 
Medici et al. ont donc transfecté des CE humaines avec la mutation R206H et ont observés 
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une surexpression de Twist, Snail et Slug associée à une baisse de l’expression des 
marqueurs endothéliaux VE-cadherin, CD31, et vWF et à une expression des marqueurs 
mésenchymateux FSP-1, α-SMA, et N-cadherin. Ces résultats permettent de conclure que les 
cellules EndoMT peuvent poursuivre leur transdifférenciation en d’autres types cellulaires que 
celui mésenchymateux183. L’origine endothéliale des chondrocytes et ostéoblastes ne semble 
pas seulement pathologique. Ainsi, l’étude des premières étapes de la régénération osseuse 
au niveau d’une zone de fracture, a permis d’observer l’expression des marqueurs 
endothéliaux Tie2 et vWF par les CE de capillaires mais également par les cellules 
mésenchymateuses et les péricytes présents186. La revascularisation de la zone lésée étant 
une des premières étapes de la régénération osseuse, il semble que l’EndoMT soit impliquée 
dans l’apparition des précurseurs mésenchymateux des chondrocytes et ostéoblastes. 
Ces observations du rôle de l’EndoMT dans l’apparition de cellules mésenchymateuses, de 
cellules osseuses et des péricytes associés à celles faites sur le rôle de l’EndoMT dans 
l’embryogénèse ou encore dans l’apparition de fibroblastes dans les zones de fibroses153,187, 
ainsi que la réversibilité de cette transition (transition mésenchymateuse-endothéliale ou 
MET)147 illustrent le caractère multipotent des cellules EndoMT. Certains auteurs avancent 
ainsi l’hypothèse que l’EndoMT et l’EMT seraient des sources de cellules souches 
mésenchymateuses (CSM) (Figure 25) et seraient ainsi la première étape de la régénération 
tissulaire146,171,183,188–190. 
 
Figure 25 : illustration du caractère pluripotent des cellules issues de l’EndoMT190. 
L’activation de l’EndoMT va permettre la transition de CE vers un phénotype 
mésenchymateux pouvant aboutir à la génération de fibroblates. Ces fibroblastes 
d’origines endothéliale peuvent devenir des CMS (ou MSC –Mesenchymal Stem Cells) 
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et acquérir différents phénotypes (chondrocytes, ostéoblastes, adipocytes…). La 
possibilité d’une transition mésenchymateuse-endothéliale (MET) permet aux CMS de 
reformer des CE147. 
C’est d’ailleurs un processus de transition mésenchymateuse-épithéliale (MET – 
Mesenchymal to Epitelial Transition) qui est utilisée pour reprogrammer des fibroblastes en 
cellules pluripotentes iPS, processus qui comprend la répression des voies d’activation et des 
facteurs de transcription de l’EMT (Figure 26)171,191. 
 
Figure 26 : mécanismes moléculaires de la transition mésenchymateuse-epitheliale 
(MET) dans la reprogrammation de cellules somatiques191. 
L’utilisation des mécanismes moléculaires de la MET permet la dédifférenciation 
nécessaire à l’obtension de cellules souches pluripotentes (iPS) à partir de 
fibroblastes171. 
1.4. EndoMT en pathologie humaine 
1.4.1. Fibrose 
La fibrose consiste en une production et une accumulation de matrice extra cellulaire dues au 
recrutement de myofibroblastes. Ces cellules pathologiques peuvent être issues de l’activation 
et de la prolifération de fibroblastes résidents192, de la migration et transdifférenciation des 
cellules EMT193–195 et EndoMT153,157,187, de progéniteurs circulants issus de la moelle 
osseuse196,197 ou de péricytes198 (Figure 27). 
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Figure 27 : sources de fibroblastes impliqués dans la fibrose rénale199. 
L’EndoMT et l’EMT sont des sources majeures de myofibroblastes impliqués dans le 
développement de la fibrose rénale. 
Zeisberg et al. ont publié que l’EndoMT était une source importante de fibroblastes dans la 
fibrose cardiaque via la voie Smad dépendante du TGF-β. Ainsi, ils ont estimé dans des 
modèles murins de fibrose cardiaque que 27 à 35% des fibroblastes des zones de fibrose avait 
une origine endothéliale. Ils ont également démontré que l’utilisation de BMP-7 inhibait cette 
EndoMT in vitro dans des cultures de CE humaines de coronaires. L’inhibition de l’EndoMT 
par BMP-7 in vivo conduit à une amélioration de la fibrose cardiaque dans les modèles murins 
de constriction aortique et de rejet de greffe153,200. Ces résultats ne sont pas isolés et d’autres 
publications confirment l’importance de l’EndoMT dans la fibrose cardiaque201. 
L’implication de l’EndoMT dans le développement de fibroses pathologiques a également été 
démontrée dans le rein187,202, l’intestin157, le poumon203 et la veine porte204, et il apparaît que 
cette transdifférenciation est l’une des principales sources de fibroblastes pathologiques146. 
Ainsi, 35% des fibroblastes auraient pour origine l’EndoMT, 30% l’EMT, 12% des progéniteurs 
de la moelle osseuse, et les 23% restants les fibroblastes et cellules mésenchymateuses 
résidentes comme les péricytes, les cellules musculaires perivasculaires et les fibrocytes 
(Figure 28A)205,206. Dans le cas de la fibrose rénale, Zeisberg et al. estiment même que de 30 
à 50% des cellules fibroblastiques pathologiques seraient d’origine endothéliale187. 
L’inhibition de l’EndoMT et de l’EMT via BMP-7 par exemple est donc une voie thérapeutique 
prometteuse dans le traitement des fibroses (Figure 28B)205. 
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Figure 28 : origines des fibroblastes impliqués dans les fribroses205. 
A : la participation des sources de fibroblastes au cours d’une fibrose serait 
respectivement de 12% pour la moëlle osseuse, 30% pour l’EMT, 35% pour l’EndoMT, 
le reste proviendrait de la prolifération des fibroblastes résidents et d’autres sources 
mineures non identifiées (CML perivasculaires/péricytes et fibrocytes circulants). B : 
l’inhibition de l’EMT et de l’EndoMT via un traitement systémique au BMP-7 réverse les 
fibroses rénales chez la souris ce qui confirme ces estimations. 
1.4.2. Cancer 
Le développement de tumeurs cancéreuses solides implique un recrutement de fibroblastes 
cancer-associés (CAF – Carcinoma -Associated Fibroblasts) qui participent à l’entretient du 
microenvironnement tumoral via la production de matrice extra cellulaire, facteurs de 
croissance comme le TGF-β207 et de facteurs pro-angiogéniques nécessaires à la 
vascularisation de la tumeur comme le VEGF. Dans le cas du cancer du sein par exemple, 
80% des fibroblastes de cancer auraient un phénotype CAF208. L’EndoMT est là encore une 
source importante de fibroblastes pathologique et l’un des mécanismes impliqués dans la 
progression tumorale. Ainsi 40% des CAFs seraient issus de CE148,209. 
En plus de l’effet auto et paracrine du TGF-β, l’hypoxie semble être un inducteur d’EndoMT 
dans les tumeurs. La croissance rapide des tumeurs induisant une hypoxie, il y a une activation 
de HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1). Ce facteur de transcription stimule la croissance des 
CE et l’angiogenèse de la tumeur. Or HIF-1 est également un inducteur d’EndoMT et 
d’EMT188,210.  
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Une autre voie d’induction de l’EndoMT dans les cancers serait la voie Notch. Ainsi la mise en 
contact de CE avec des cellules de lignées de cancer du sein (MDA-MB231 ou MCF-7) induit 
une activation de Notch et le gain d’un phénotype mésenchymateux211. 
Dans le cas de la maladie de Kaposi, un sarcome due à l’infection par le virus KSHV (Kaposi 
sarcoma herpes virus, également appelé HHV-8 [Human Herpesvirus 8]), il a été montré que 
l’infection de CE par KSHV induisait une activation de Notch aboutissant à une EndoMT146,212. 
Pour finir, le caractère multipotent des cellules issues de l’EndoMT et de l’EMT permet de 
supposer l’implication de ces mécanismes dans l’apparition de cellules souches cancéreuses 
(CSC), et ainsi dans la régénération et la dispersion des tumeurs (Figure 29)189,213,214. 
 
Figure 29 : mécanismes supposés de développement de cancers via l’EndoMT214. 
A : l’EndoMT est une source de fibroblastes cancer-associés (CAF) qui participent au 
développement de la tumeur209. B : les cellules cancéreuses peuvent former des néo 
vaisseaux via une transition MET. L’EndoMT de ces CE cancéreuses donnera des CSM 
cancéreuses. Dans les gliomes, ce processus peut être impliqué dans les satellitoses 
perivasculaires et la migration le long des vaisseaux sanguins214. 
1.4.3. Calcification vasculaire 
La capacité des cellules mésenchymateuses issues de l’EndoMT à devenir des chondrocytes 
dans le cas d’ossification pathologique (ossification hétérotropique et FOP) ou physiologique 
(régénération osseuse) laisse supposer que ce phénomène peut avoir lieu dans le cas de 
calcification vasculaire146,183. Cette hypothèse a été vérifiée in vitro par Tang et al. La mise en 
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culture en condition « high glucose » de CE humaines d’aorte induit une EndoMT, via entre 
autre l’activation de Snail, qui aboutit à l’apparition de CSM. La mise en culture des CE en 
milieu de culture « chondrogenique » et « high glucose » aboutit elle a l’apparition de 
chondrocytes SOX9 positifs146,215. 
Des résultats similaires ont été obtenus avec des cultures de CE humaines de cancer de la 
prostate. Mise en culture en condition osteogénique, les CE cancéreuses forment des foyers 
de cellules mésenchymateuses. 10% de ces foyers mésenchymateux présentent une activité 
phosphatase alkaline, signe d’une différenciation osteogénique. Cela aboutit au bout de 3 
semaines de culture à une minéralization des cellules. Ces observations se retrouvent in vivo 
où 4% des vaisseaux de tumeurs de prostate présentent une colocalisation des marquages 
CD31 et Von Kossa (coloration de la calcification)216. 
2. Alterations vasculaires associées aux chimiothérapies 
2.1. Agents alkylants 
Les agents alkylants représentent une classe de chimiothérapie antinéoplasique. Ils agissent  
en ajoutant des liaisons covalentes à l'ADN lors de la phase S du cycle cellulaire lorsque celui-
ci est accessible. Leur cible principale est l'azote N7 des guanines présentent dans l'ADN 
auxquelles ils ajoutent un groupement alkyle (CnH2n+1). Les agents alkylants utilisés en 
thérapeutique comprennent 2 groupements alkyles et peuvent donc se lier à 2 guanines créant 
ainsi des liaisons covalentes intra ou intercaténaires (Figure 30)217. Les guanines alkylées sont 
normalement excisées par les mécanismes de réparation de l'ADN et remplacées, cela 
pouvant conduire à des mutations. Une cellule ayant un système de réparation déficient ne 
pourra plus répliquer ni transcrire son ADN et, bloquée en phase G2 de la mitose mourra par 
apoptose. Les cellules cancéreuses ayant une division rapide et à faible taux de réparation se 
retrouvent être ainsi les premières victimes des agents alkylants. Cependant les agents 
alkylants ne sont pas spécifiques et d'autres cellules à division rapide (cellules endothéliales 
de la muqueuse digestive, cellule hématopoïétiques de la moelle osseuse, cellules 
reproductives des testicules...) sont victimes de leurs actions cytotoxique, mutagène et 
carcinogène. Les effets secondaires communs aux agents alkylants sont ainsi des troubles 
gastro-intestinaux (diarrhée, nausées, vomissements, dommages de la muqueuse intestinale), 
anémie, infertilité, alopécie ainsi qu'un risque accrue de malignité218–220. 
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Figure 30 : mécanisme d’alkylation bifonctionnelle de l’ADN au niveau de la guanine par 
une moutarde azotée217. 
Les agents alkylants sont regroupés en 6 catégories218–222 : 
1. les moutardes azotées 
2. les éthylène-imines et dérivés de méthylène-amine 
3. les alkyl sulfonates 
4. les nitroso-urées 
5. les triazenes 
6. les dérivés du platine (n’alkyle pas l’ADN mais produit des liaisons covalentes 
similaires). 
Chacun de ces composés interagit avec la guanine. La majorité des agents alkylants utilisés 
en chimiothérapie peuvent réagir avec 2 nucléotides et former des liaisons covalentes telles 
que décrite ci-après (Figure 31), ces liaisons pouvant intra ou intercaténaires221. 
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Figure 31 : types de liaisons covalentes intercaténaires formés par les agents 
alkylants221. 
2.1.1. Les moutardes azotées (dérivés de N-bis chloréthylamine) : 
Les dérivés de N-bis chloréthylamine, appelés également « moutardes azotées » ont une 
structure dérivée du gaz moutarde utilisé lors de la première guerre mondiale. Le souffre y est 
remplacé par un groupement azoté (Figure 32). Cette catégorie regroupe : 
• Le cyclophosphamide : immunodépresseur, cytotoxique et antinéoplasique utilisé 
dans le traitement de cancers de l’ovaire, de la vessie, du foie, des testicules, 
bronchopulmonaires à petites cellules, de la granulomatose de Wegener, des 
leucémies aiguës lymphoïdes, du lupus érythémateux, de la maladie de Hodgkin, de 
lymphomes malins non hodgkiniens, de myélomes multiples, de néphropathies auto-
immunes corticorésistantes, de neuroblastomes, de sarcomes, la greffe de moelle 
osseuse et de la polyarthrite rhumatoïde. 
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• L’ifosfamide : immunomodulateur antinéoplasique et cytotoxique utilisé dans le 
traitement des cancers de l’ovaire, de l’utérus, du sein, des testicules, des leucémies 
aiguës lymphoblastiques, de lymphomes malins non hodgkiniens, de la maladie de 
Hodgkin, et de sarcomes des os et des tissus mous 
• Le melphalan : cytostatique, cytotoxique et immunomodulateur, utilisé dans le 
traitement des myélomes multiples, d’adénocarcinome ovarien et de carcinome du sein 
• Le chlorambucil : antinéoplasique, cytostatique et cytotoxique, immunodépresseur 
sélectif de la lignée lymphoïde, utilisé dans le traitement des leucémies lymphoïdes 
chroniques, de lymphomes malins non hodgkiniens, de la maladie de Hodgkin et de la 
glomérulonéphrite 
• Le chlorméthine : antimitotiques, cytotoxique, antinéoplasique et immunomodulateur, 
utilisé dans le traitement de la maladie de Hodgkin, de la mycosis fongoïde, et du 
psoriasis. 
 
Figure 32 : structures chimiques de différents agents alkylants de la classe des 
« moutardes azotées ». 
Ces agents alkylants ont tous une structure dérivée du « gaz moutarde ». Le souffre y 
est remplacé par un groupement azoté. 
2.1.2. Les éthylène-imines et dérivés de méthylène-amine :  
• L’altrétamine (ou hexaméthylmélamine) : antinéoplasiques, cytotoxique et 
immunomodulateur, utilisé dans le traitement des cancers de l’ovaire, et des cancers 
bronchopulmonaires à petites cellules. 
• Le thiotépa : cytostatique, antinéoplasique et immunomodulateur, utilisé dans le 
traitement des cancers de l’ovaire, de la vessie et du sein. 
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2.1.3. Les alkyl sulfonates : 
Dérivés de l'acide méthane sulfonique. 
• Le busulfan : cytostatique, antinéoplasique et immunosuppresseur utilisé dans le 
traitement de la leucémie myéloïde chronique, la greffe de moelle osseuse et des 
polyglobulies primitives. 
2.1.4. Les nitroso-urée : 
• La carmustine : cytostatique, antinéoplasique cytostatique et immunomodulateur, 
utilisé dans le traitement des lymphomes malins non hodgkiniens, de la maladie de 
Hodgkin, des mélanomes malins, des myélomes multiples et des tumeurs cérébrales 
malignes. 
• La lomustine : antinéoplasique, cytostatique, cytotoxique et immunomodulateur, 
utilisé dans le traitement des cancers bronchopulmonaires, des lymphomes malins non 
hodgkiniens, de la maladie de Hodgkin, des mélanomes malins, des myéolomes 
multiples, et des tumeurs cérébrales malignes. 
2.1.5. Les dérivés d’hydrazine et triazine : 
• La dacarbazine : antinéoplasique, cytostatique et immunomodulateur, utilisé dans le 
traitement des lymphomes malins non hodkiniens, de la maladie de Hodgkin, des 
mélanomes malins, et des sarcomes des tissus mous. 
• La procarbazine : cytostatique, cytotoxique et immunomodulateur, utilisé dans le 
traitement des cancers bronchopulmonaires à petites cellules, des lymphomes malins 
non hodgkiniens, de la maladie de Hodgkin, et des tumeurs cérébrales malignes. 
• La temozolomide : antinéoplasique, cytotoxique et immunomodulateur, utilisé dans le 
traitement des tumeurs cérébrales malignes. 
2.1.6. Les dérivés du platine : 
Bien que classé parmi les agents alkylants, les dérivés du platine ne font pas d’alkylation de 
l’ADN à proprement parlé mais provoque in fine des liaisons covalentes de celui-ci similaires 
aux agents alkylants (Figure 33)222. 
• Le cisplatin : antinéoplasique cytostatique cytotoxique et immunomodulateur, utilisé 
dans le traitement des cancers de l’endomètre, de l’œsophage, de l’ovaire, de la 
vessie, du col de l’utérus, du testicule, des cancers épidermoïdes et des cancers 
otorhinolaryngologiques. 
• Le carboplatin : cytostatique cytotoxique immunomodulateur, utilisé dans le traitement 
des cancers bronchopulmonaires à petites cellules, du cancer de l’ovaire et des 
cancers otorhinolaryngologiques. 
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• L’oxaliplatin : antinéoplasique cytotoxique et immunomodulateur, utilisé dans le 
traitement des cancers colorectaux. 
 
Figure 33 : structures chimiques des dérivés du platine. 
Leur structure bifonctionnelle permet la formation de liaisons covalentes inter ou 
intracaténaire similaires similaires à celles produites par les agents alkylants. 
3. Le système beta-adrénergique 
3.1. Récepteurs β-adrénergiques et défaillance cardiaque 
Les β-bloquants sont des molécules thérapeutiques qui bloquent l'action des médiateurs du 
système adrénergique en se fixant sur les récepteurs adrénergique β. Chez l’humain les 
récepteurs β1, β2 et β3 sont exprimés au niveau des cardiomyocytes223 et agissent 
directement sur la régulation de la contraction et le rythme cardiaque via la voie sympathique 
adrénergique β/protéine G/adenylate cyclase/AMPc qui régule l’entrée du Ca2+ nécessaire à 
la contraction (Figure 34)224. 
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Figure 34 : système β-adrenergique dans le cardyomyocyte225. 
L’activation des récepteurs β1, β 2 et β3, via la voie sympathique adrénergique 
β/protéine G/adenylate cyclase/AMPc, régule de la contraction et le rythme cardiaque. 
Les récepteurs β1 et β2 sont exprimés selon le ratio 70 :30 au niveau des cardiomyocytes223. 
Leur stimulation induit au niveau cardiaque des effets inotrope positif (augmentation de la 
contraction) et chronotrope positif (augmentation du rythme cardiaque) impliqués dans 
l’adaptation et le maintien du volume d’éjection cardiaque alors que les récepteurs β3 auraient 
un effet inotrope négatif223,226. 
Si ces récepteurs sont impliqués dans les phénomènes d’adaptation et de maintien du débit, 
leur stimulation chronique excessive a un impact négatif sur la fonction et la structure du cœur 
en insuffisance227. 
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L’inhibition des récepteurs β est ainsi une des voies thérapeutiques utilisées dans le traitement 
de la défaillance cardiaque gauche. Utilisés depuis les années 1970, les β-bloquants, 
molécules antagonistes des récepteurs β, ont grandement amélioré la survie des patients en 
défaillance cardiaque gauche et sont devenus des incontournables de l’arsenal 
thérapeutique223,227. 
Cette sur-stimulation chronique des récepteurs β a également été rapportée dans l’HTAP. 
Celle-ci pourrait participer au remodelage du ventricule droit ainsi qu’à la mise en place 
d’arythmie cardiaque via l’augmentation de l’activité sympathique observée chez les patients 
HTAP228. 
3.2. β-bloquants et HTAP 
Actuellement l’usage de β-bloquants est fortement déconseillé dans l’HTAP. En effet, le 
ventricule droit hypertrophié de patients ne pouvant augmenter son volume d’éjection, 
l’augmentation du débit cardiaque en cas d’effort repose essentiellement sur l’augmentation 
de la fréquence cardiaque. Ainsi, les effets inotropique et chronotropique négatifs des 
antagonistes aux récepteurs β contribueraient à limiter encore plus son adaptation à l’effort, la 
baisse de la fréquence cardiaque induisant une baisse du débit229,230. 
Cependant les effets des antagonistes aux récepteurs β ne sont pas uniquement cardiaques, 
mais peuvent également moduler les récepteurs adrénergiques α1 et α2, l’inflammation, le 
stress oxydant ainsi que les récepteurs β présents dans les autres organes (comme le lit 
vasculaire pulmonaire). Les progrès pharmacologiques ont permis le développement de 
molécules suffisamment spécifiques pour cibler certains effets en particulier. Ainsi dès la 
deuxième génération, certains β-bloquants comme le metoprolol permettaient d’inhiber 
spécifiquement les récepteurs β1 (majoritaires dans le cœur). L’inhibition sélective des β1 a 
permis de limiter les effets secondaires liés à l’activité des récepteurs β2 impliqués entre autre 
dans la vasodilatation des artères et des bronches où ils sont majoritairement exprimés225,231. 
Il faut donc apprécier les β-bloquants comme un groupe hétérogène de molécules à effets 
thérapeutiques variés et ciblés232. 
MATERIELS ET METHODES 
Dans cette partie seront développées certaines des techniques d’intérêt utilisées au cours des 
projets présentés. L’ensemble des techniques classiques de laboratoire utilisées en routines 
(PCR, Western Blot…) sont détaillées dans les matériels et méthodes des articles. 
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I. PRELEVEMENTS HUMAINS 
1. Registre français de l'HTAP et banque de tissus 
Les échantillons de tissus pulmonaires sont issus des poumons malades explantés de 
patients. Lors de la transplantation pulmonaire le lobe pulmonaire droit est récupéré et utilisé 
pour les cultures cellulaires ainsi que pour compléter notre tissuthèque. La tissuthèque du 
Centre Chirurgical Marie Lannelongue (le Plessis-Robinson, France) comprend des 
échantillons de poumons de patients HTAP et MVOP non enrobés (pour les extractions de 
protéines ou d’ADN par exemple), des échantillons congelés après infusion et enrobage à 
l’OCT et des échantillons insufflés au formol tamponné puis inclus en paraffine pour les coupes 
histologiques. 
Afin de disposer de tissus témoins, nous collectons également des tissus considérés comme 
sains de patients non HTAP. Il s’agit de sections saines prélevées à distances des lésions lors 
d’une lobectomie ou d’une pneumonectomie dans les cas de tumeurs pulmonaires localisées. 
Une échographie préopératoire permet de s’assurer que ces patients ne présentent pas 
d’hypertension pulmonaire. 
Les patients utilisés pour la collecte de tissus font partit du registre français de l’HTAP. Les 
tissus sont prélevés à des fins de recherche avec le consentement libre et éclairé des patients 
ou de leur famille. Les transplantations et les pneumonectomies se déroulent au service de 
chirurgie thoracique du Centre Chirurgical Marie Lannelongue. 
Les échantillons sanguins sont prélevés sur les patients HTAP lors de leurs visites de suivi à 
l'hôpital du Kremlin-Bicêtre, au centre national de référence de l’hypertension pulmonaire 
sévère. Pour les témoins, le sang du personnel de l'unité de recherche Inserm U999 est utilisé, 
ou, si possible le sang de proches de patients n'ayant pas d'HTAP. 
2. Protocole de préparation des tissus pulmonaire 
Les tissus humains sont prélevés au moment de la transplantation pulmonaire. Le lobe gauche 
du poumon explanté est récupéré par le service d'anatomie pathologique. Ce lobe est insufflé 
avec une solution de formol tamponné. Une fois le tissu fixé il est découpé et différents 
échantillons sont inclus en paraffine et stockés dans la tissuthèque du centre chirurgical Marie 
Lannelongue. 
Le lobe droit est utilisé par les équipes de recherche de l'unité Inserm U999. Le lobe doit être 
préparé rapidement afin de préserver l'intégrité des protéines et des acides nucléiques (ADN 
et ARN). Dès la sortie du bloc opératoire les lobes constituant le poumon droit sont séparés. 
Le lobe supérieur est découpé et stocké à 4°C dans un milieu de culture avec antibiotiques. Il 
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sera utilisé pour l’isolement et la mise en culture de cellules. Lors de cette étape des artères 
sont également disséquées pour la culture de cellules. Pour cela nous identifions des gros 
troncs artériels puis dégageons le vaisseau du parenchyme jusqu'à arriver à des artères de 
faible calibre. Le lobe médian est quant à lui découpé en petits prélèvements qui sont congelés 
non enrobés dans de l'azote liquide. Il est important de préparer ces échantillons le plus 
rapidement possible afin de conserver les ARN intègres. Enfin le lobe inférieur est insufflé 
avec un mélange de sérum physiologique et de résine OCT (Optimal Cutting Temperature 
Shandon™ Cryomatrix, Thermo Scientific, Waltham, USA). Cette résine va permettre d'inclure 
le tissus dans une matrice qui se solidifie rapidement et de façon uniforme en dessous de -
20°C pour protéger sa structure. C'est également un cryo-conservateur qui va protéger le 
tissus des congélations/décongélations et empêcher la formation de cristaux à -80°C. De plus 
cette matrice a un point de solidification à -20°C et va donc se couper aisément et de façon 
uniforme à -22°C au cryotome. Enfin l'OCT étant soluble dans les milieux aqueux, il est 
rapidement éliminé par simple lavage une fois la coupe de poumons fixée sur une lame. Pour 
insuffler le lobe inférieur nous introduisons une sonde dans les voies aériennes et nous 
injectons un mélange d'OCT/sérum physiologique (rapport 1:5). Le lobe insufflé est découpé 
en prélèvements d'approximativement 2x3x2 cm, disposés et enrobés d’OCT dans des 
caissettes avant d'être congelés dans de l'isopentane refroidit dans de la carboglace. Cette 
congélation à -80°C permet une prise progressive de la matrice d'OCT bien moins brutale que 
l'azote liquide (−196°C). Les prélèvements congelés non enrobés ou en OCT sont conservés 
à -80°C dans la tissuthèque. 
3. Sang 
Les prélèvements sanguins des sujets contrôles et des sujets atteints d'HTAP sont obtenus 
après information et signature d'un consentement éclairé : 
• Sang sur tube EDTA pour l’étude des populations leucocytaires par cytométrie en flux 
(sang anti-coagulé). 
• Sang sur tube sec pour l’obtention de sérum. Le sang est laissé à température 
ambiante pendant 60 min pour permettre sa coagulation. Puis le sérum est séparé du 
caillot par centrifugation 10 min à 3000 rpm. Le sérum est prélevé puis stocké à -80°C 
jusqu’à utilisation. 
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II. EXPERIMENTATION ANIMALE 
1. Modèles standards d’HTP chez le rat 
1.1. HTP induite par monocrotaline (MCT) 
1.1.1. Principe 
Le modèle de rat ayant reçu une injection de monocrotaline (MCT) est un modèle standard 
d'hypertension pulmonaire et de maladie veino-occlusive (MVO) hépatique. Cet alcaloïde 
pyrrolizidine est une toxine d'origine végétale et extraite de Crotalaria spectabilis. La MCT est 
bioactivée dans le foie par les cytochromes P-450 en MCT pyrrole qui présente une toxicité 
endothéliale au niveau pulmonaire et hépatique233,234. 
Dans le cas de l'étude de l'HTAP, les rats subissent une unique injection de MCT ou de MCT 
pyrrole. Après 14 jours apparaissent les premiers symptômes d'une HTP progressive associée 
à un remodelage vasculaire235,236. 
L'atteinte vasculaire se caractérise par une inflammation vasculaire pulmonaire, un 
épaississement de la média, une néomuscularisation des petits vaisseaux distaux et une 
atteinte des CE237,238. Le remodelage progressif du lit vasculaire pulmonaire conduit à une 
augmentation des résistances vasculaires et à une hypertension. L'augmentation des 
résistances aboutit, comme dans l'HTAP humaine, à une hypertrophie ventriculaire droite et 
au décès de l'animal autour de 4 à 5 semaines après l'injection239. 
1.1.2. Mode opératoire 
Dans l’étude de l’HTAP, la monocrotaline est dissoute dans de l’HCl 1N, puis la solution est 
neutralisée par ajout de NaOH 1N. La solution est administrée à la dose de 60mg/kg en une 
seule injection par voie sous-cutanée. Les groupes témoins sont injectés avec le même volume 
de sérum physiologique. Au sein du laboratoire nous utilisons ce protocole avec des rats de 
type Wistar de préférence à 100g. 
1.1.3. Avantages et limites 
Ce modèle robuste permet d’obtenir simplement (injection unique de MCT) une hypertension 
pulmonaire aboutissant à une défaillance cardiaque. De plus cette hypertension 
s’accompagne d’un remodelage massif des vaisseaux de petits calibres comme observé dans 
la pathologie humaine et la faible durée de vie de la molécule évite les problèmes de MCT 
résiduelle. 
Cependant ce modèle ne permet pas d'obtenir des lésions complexes ni la formation de 
néointima comme cela est observé dans la pathologie humaine. Néanmoins il reste un bon 
modèle car répétable et bien décrit, avec une injection unique de toxique sans persistance 
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dans le temps et une hypertension pulmonaire symptomatique progressive de J14 jusqu'au 
sacrifice (habituellement entre J21 et J28 selon la sévérité d’HTP recherchée). La répétabilité 
et l’homogénéité dans l’évolution de la pathologie permet d’utiliser 3 approches 
thérapeutiques : une préventive (de J0 à J14), une curative précoce (de J14 à J21) et une 
curative tardive (de J21 à J28-35) lorsque l’hypertension pulmonaire est bien installée. Cette 
dernière phase est celle la plus pertinente car c’est celle qui correspond à une hypertension 
installée telle que rencontrée chez les patients symptomatiques. 
1.2. HTP induite par Sugen/hypoxie/normoxie (SuHx) 
1.2.1. Principe 
Le Sugen 5416 (SU-5416) est un inhibiteur des récepteurs au VEGF, un facteur de croissance 
impliqué dans l'angiogenèse et la vasculogenèse. La surexpression de ce facteur protège les 
rats du développement d'une HTAP en condition hypoxique81. A l'inverse, l'utilisation 
d'inhibiteur du récepteur au VEGF induit chez le rat nouveau-né une hypertension ainsi que 
des malformations pulmonaires82. 
Taraseviciene-Stewart et al. ont rapporté que si l’utilisation du Sugen seul chez de jeunes rats 
permettait d’obtenir en condition normoxique une HTP modérée, son utilisation couplée à une 
hypoxie chronique aboutira une HTP sévère et irréversible et ce, même après la remise en 
normoxie240. En effet, le blocage des récepteurs au VEGF par le Sugen induit une apoptose 
des CE alors que l’hypoxie stimule leur prolifération. La combinaison Sugen/hypoxie va donc 
aboutir à une prolifération des CE résistantes à l’apoptose. 
1.2.2. Mode opératoire 
Ce protocole utilise des rats mâles de la souche Sprague-Dawley de 200g. Les rats reçoivent 
une injection unique de Sugen (20 mg/kg) en sous-cutanée. Le Sugen injecté est mis en 
suspension dans une solution de carboxyméthylcellulose (0.5% [m/v] carboxyméthylcellulose 
sodium, 0.9% [m/v] chlorure de sodium, 0.4% [v/v] polysorbate 80, 0.9% [v/v] alcool benzylique 
dans de l’eau déionisée). Les groupes témoins sont injectés avec le même volume de solution 
de carboxyméthylcellulose seule. Après injection les rats sont placés en condition hypoxique 
(10% d’oxygène) durant 3 semaines, puis mis en normoxie pendant 4 semaines. 
1.2.3. Avantages et limites 
Ce modèle permet d’obtenir une HTP progressive, sévère et irréversible associée à un 
remodelage massif du lit vasculaire pulmonaire incluant la formation de néointima et de lésions 
complexes (absentes dans le modèle MCT) avec une prolifération des CE et des CML 
vasculaires.  
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2. Caractérisation de l’HTP 
2.1. Mesures hémodynamiques 
La mesure des paramètres hémodynamiques se fait sur animal anesthésié. Les souris et les 
rats sont anesthésiés avec de l'isoflurane (2L/min O2/3% isoflurane) via une station 
d'anesthésie à gaz halogéné mobile (Minerve, Esternay, France). Les mesures sont 
enregistrées par une station d'acquisition PowerLab 4/35 et analysées en utilisant le logiciel 
LabChart (ADInstruments, Oxford, United Kingdom). 
La pression ventriculaire droite (PVD) est mesurée chez la souris par ponction transthoracique 
et chez le rat par cathétérisme cardiaque via la veine jugulaire. Le cathétérisme cardiaque 
permet également d’obtenir la pression artérielle pulmonaire (PAP). 
L'animal est d'abord endormi à l'isoflurane (4%, 3 L.min-1) à l'aide d'une chambre à induction. 
Une fois anesthésié, l'animal est pesé et maintenu endormi à l'aide d'un masque. Le flux de 
gaz est de 1 L.min-1 avec 1-2% d’isoflurane pour une souris, et de 1-2 L.min-1 et 1,5-2,5% 
d’isoflurane pour un rat. 
L'opération chez le rat nécessite de dégager la jugulaire droite et la carotide gauche. Un 
cathlon de 21 gauges est introduit dans l’artère carotide pour prélever du sang artériel. Il est 
ensuite retiré et une sonde thermique (T-type Ultra Fast Thermocouple Probe IT-23, 
ADInstruments, Oxford, United Kingdom) est positionnée de manière à ce qu'elle se place 
dans l’aorte. Un cathéter ombilical est introduit dans la veine jugulaire et amené jusqu'au 
ventricule droit (environ 2 à 3 cm depuis l'entrée dans la jugulaire). Ce cathéter ombilical est 
relié à un bloc d’enregistrement constitué d’une tête de pression, d’un amplificateur et d’un 
enregistreur pour mesurer la pression ventriculaire. Le positionnement du cathéther est déduit 
des courbes de pressions enregistrées lors de son avancée (Figure 35). 
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Figure 35 : tracés de pressions mesurées par cathétérisme 
A : tracés de la pression artérielle systémique, B : auriculaire droite, C : ventriculaire 
droite (PVD), D : et artérielle pulmonaire (PAP). (1 carreau = 2 secondes) 
Afin de pouvoir atteindre l'artère pulmonaire nous utilisons des cathéters avec une courbure 
de 90°C préformé à la chaleur à 1 cm de son extrémité tel que décrit dans le protocole mis au 
point par Stinger et al.241. Cette courbure permet au cathéter de former une boucle dans le 
ventricule droit. Son extrémité atteint ainsi l’entrée de l'artère pulmonaire lorsqu’on le pousse 
(Figure 36). Une fois l'artère pulmonaire atteinte et les pressions artérielles et ventriculaires 
acquises, 2,5 mL de sérum physiologique hépariné froid sont injectés via le cathéter dans 
l'artère pulmonaire (Figure 37). La variation de température à la sortie du cœur étant 
enregistrée au cours du temps par la sonde thermique, nous pouvons obtenir le débit 
cardiaque par la technique de "thermodilution" (Figure 38). L'obtention de la pression artérielle 
pulmonaire moyenne en mmHg et du débit cardiaque en mL.min-1 permet de calculer la 
résistance vasculaire pulmonaire totale (RVPT = PAPm/DC). 
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Figure 36 : positionnement du cathéter dans le cœur241. 
A : Le cathéter entre dans l’oreillette droite. B : Une rotation du cathéter le fait pénétrer 
dans le ventricule droit (VD). C : le cathéter fait une boucle grâce à sa courbure et se 
positionne dans l’artère pulmonaire. 
Une fois les pressions ventriculaire et pulmonaire obtenues, la pression systémique est 
mesurée au niveau de la carotide à l'aide d'une aiguille reliée à la tête de pression. 
L'animal est ensuite euthanasié par exsanguination via l'artère aorte puis par dislocation 
cervicale. 
 
Figure 37 : étape de mesure du débit cardiaque par thermodilution 
Le cathéter (bleu) est positionné dans l’artère pulmonaire. 2,5 mL de sérum 
physiologique hépariné froid y sont injecté. La mesure des variations de température se 
fait à la sortie du cœur au niveau de l’aorte à l’aide d’une sonde thermique (vert). 
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Figure 38 : courbe de thermodilution permettant d’obtenir le débit cardiaque. 
2.2. Mesures du remodelage ventriculaire droit 
Après sacrifice, la cage thoracique est ouverte par sternotomie et le cœur est prélevé. Le 
ventricule droit est alors séparé minutieusement du ventricule gauche et du septum. En cas 
d'hypertension pulmonaire, le ventricule droit s'hypertrophie afin de s'adapter à la post-charge. 
Afin d'apprécier le remodelage cardiaque, les ventricules droit et gauche+septum sont pesés 
ce qui permet de calculer le rapport suivant: 
Indice de Fulton =  poids du ventricule droit(poids du ventricule gauche +  septum) 
L'indice de Fulton permet de définir un remodelage cardiaque droit. Chez un rat sain, ce 
rapport sera inférieur à 0,3. Un indice supérieur à 0,4 sera le signe d'une hypertension 
pulmonaire. Plus l'indice est fort et plus celle-ci sera sévère. 
2.3. Prélèvement et conservation des échantillons 
Une fois le cœur prélevé et congelé dans de l'azote pour les futures extractions de protéines 
ou d'ARN, les poumons sont dégagés et le thymus retiré. Le hile du poumon gauche est 
soigneusement ligaturé, puis le lobe est sectionné en aval de la ligature. Il est congelé non 
enrobé dans de l'azote liquide. Les échantillons non enrobés servent aux extractions de 
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protéines et d'ARN. Un prolongateur de cathéter de 1,5 cm est ensuite inséré dans la trachée 
et les lobes droits sont méticuleusement insufflé avec une matrice d'OCT (Optimal cutting 
temperature) dilué dans du sérum physiologique (rapport 1:1). Cette opération nécessite une 
bonne étanchéité du poumon ainsi qu’une injection lente pour ne pas endommager la structure 
pulmonaire. Une fois le poumon distendu dans un état proche de l’inspiration physiologique, 
la trachée et deux lobes sont ligaturés. Le poumon est alors retiré de la cage thoracique. Deux 
lobes sont séparés et mis en formol, les 2 autres sont congelés dans de l'isopentane refroidi 
dans de la carboglace puis stockés à -80°C. Les poumons fixés en formol seront inclus en 
paraffine afin d'obtenir au microtome des coupes fines de poumons à la morphologie peu 
altérée. Ces coupes sont utilisées pour les colorations histologiques. Les poumons congelés 
seront eux découpés au cryotome et utilisés pour les marquages immunohistochimiques et 
immunofluorescents car ils gardent leurs antigènes sous forme native ne nécessitant pas 
d'étape de "démasquage". 
2.4. Analyse morphométrique 
Afin d'apprécier la morphologie pulmonaire, les poumons inclus en paraffine sont coupés en 
tranche fine (5-6 µm) à l'aide d'un microtome puis déposés sur une lame et colorés à 
l'hématoxyline, à l'éosine et au safran (coloration HES). Pour cela les tranches de poumon 
sont déparaffinées dans des bains successifs de toluène puis réhydratées dans des bains 
successifs d'éthanol de concentrations décroissantes (2 bains d'éthanol 100%, puis 90%, 80% 
et 70%). Les coupes sont ensuite colorées à l'hématoxyline puis rincées à l'eau distillée. Cette 
première coloration va marquer les noyaux des cellules en bleu. Les coupes sont ensuite 
trempées dans un bain d'éosine puis rincées. Cette étape va colorer les cytoplasmes, les fibres 
musculaires, les hématies et les éosinophiles en différentes teintes de rouge et rose. Les 
coupes sont ensuite colorées au safran qui va colorer en jaune le collagène. Les coupes de 
tissus colorées sont ensuite déshydratées dans des bains successifs de toluène. Une lamelle 
est fixée à l'aide d'une résine synthétique. Les coupes de poumons colorées HES sont ensuite 
analysées en microscopie à fond clair. La coloration permet d'apprécier le remodelage global 
des vaisseaux de gros, moyens et petits calibres. 
Pour quantifier de façon reproductible le remodelage vasculaire pulmonaire, un double-
marquage en immunofluorescence est nécessaire. Cette technique permet de marquer 
spécifiquement les cellules endothéliales vasculaires à l'aide d'un de leurs marqueurs 
spécifiques (facteur de Van Willebrand [vWF] ou CD31) et les cellules musculaires en ciblant 
l'actine α du muscle lisse (α-SMA, α smooth muscle actin). Lors du double marquage, chaque 
anticorps ciblant soit les cellules endothéliales, soit les cellules musculaires, est révélé par des 
anticorps secondaires couplés à des fluorochromes de longueur d'onde d'excitation et 
d'émission spécifiques. L'analyse des lames en microscopie à fluorescence permet ainsi de 
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distinguer les vaisseaux par leur couche de cellules endothéliales et musculaires. Nous 
pouvons ainsi quantifier le remodelage des petits vaisseaux selon le stade de remodelage 
(vaisseaux non muscularisés, partiellement muscularisés, totalement muscularisés, occlus). 
Cette étude quantitative vient compléter l'étude qualitative en HES. 
3. Effets in vivo des agents alkylants sur la circulation pulmonaire 
Au cours de ma thèse nous avons été amenés à étudier les effets in vivo des agents alkylants 
sur les paramètres relevants dans l’étude de l’HTP et de l’inflammation (remodelage 
cardiaque, paramètres hémodynamiques, remodelage vasculaire pulmonaire, dosages 
sériques de biomarqueurs et de médiateurs de la dysfonction cardiovasculaire ainsi que des 
monocytes et lymphocytes). Pour ce faire nous avons utilisé trois espèces différentes utilisées 
dans les modèles animaux d’HTP : la souris, le rat et le lapin. Deux molécules ont été testées, 
le cyclophosphamide (CP) et la mitomicine C (MMC). Nous traiterons ici des expérimentations 
faites dans le cadre ma thèse sur le CP, les résultats MMC étant actuellement sous presse. 
Les tests ont été effectués de manière à évaluer les différences relatives au sexe, à la dose et 
au nombre d’injections. 
3.1. Souris 
Nous avons utilisé des mâles et des femelles de la souche C57BL/6J (Janvier) âgées de 7 à 
10 semaines. Les souris ont reçu une injection unique de CP (350 mg/kg) en intrapéritonéale 
(i.p.). Après 4 semaines, les souris sont anesthésiée à l’isoflurane (1,5% ; 1 l/min) et la 
pression ventriculaire droite est mesurée (PVD) par ponction trans-thoracique avec l’aiguille 
reliée à la tête de pression. Les animaux ont ensuite été euthanasiés et les organes prélevés. 
3.2. Rats 
Des mâles et des femelles de 8 semaines de la souche Wistar (Janvier) ont été utilisés. 
Différents protocoles ont été mis en œuvre afin d’étudier l’influence du sexe, de la dose, de la 
répétition d’injection ainsi que la cinétique. L’utilisation de mesna a également été testée afin 
de mimer les protocoles thérapeutiques utilisés chez l’Homme et d’évaluer leurs effets sur le 
développement d’une HTP. Nous avons compéré ses effets à ceux de l’amifostine, un autre 
cytoprotecteur. 
3.2.1. Influence du sexe 
Afin d’étudier l’influence du sexe nous avons injecté 350 mg/kg de CP en i.p. à des rats Wistar 
mâles et femelles. Après 4 semaines les paramètres hémodynamiques ont été mesurés par 
cathétérisme cardiaque droit sous anesthésie à l’isoflurane. Après le cathétérisme, les 
animaux ont été euthanasiés et les organes prélevés. 
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Ce premier protocole a permis d’identifier une plus grande sensibilité des femelles au CP. Les 
protocoles suivants ne comportaient donc plus que des femelles. 
3.2.2. Cinétique de progression de l’HTP 
Pour ce protocole, des femelles Wistar de 8 semaines ont reçu une injection unique de CP 
(350 mg/kg). Les paramètres hémodynamiques ont été mesurés sous anesthésie à l’isoflurane 
et les organes prélevés à 1, 2, 3 et 4 semaines après l’injection des CP. 
3.2.3. Effets de la dose et du nombre d’injection 
Afin d’étudier l’influence de la dose et du nombre d’injection de CP sur le développement d’une 
HTP, nous avons administré différentes quantités de CP à des femelles Wistar (100, 150, 200 
ou 250 mg/kg), chaque dose ayant administré répétée 2 fois à 1 semaine d’intervalle. 
Cette étude a permis d’établir que le protocole 200 mg/kg/semaine/2 semaines aboutissait à 
une HTP sévère avec une survie acceptable. 
3.2.4. Effets des cytoprotecteurs 
Afin d’évaluer les effets de 2 cytoprotecteurs utilisés dans les chimiothérapies humaines sur 
le développement d’une HTP nous avons utilisé les protocoles suivants : 
a) Amifostine 
L’amifostine (200 mg/kg) a été injectée en i.p. 30 minutes avant l’injection de CP. 
b) Mesna 
Le Mesna (dose équivalent à 20% de la dose de CP reçue) a été injecté en i.p. au moment de 
l’injection du CP, puis 4 et 8h après celle-ci. 
c) Groupe CP seuls 
Le groupe CP contrôle a reçu uniquement les injections de CP sans cytoprotecteur. 
d) Groupe contrôle sain 
Le groupe a reçu des injections de solution saline une fois par semaine sur 2 semaines. 
La survie de chaque groupe a été mesurée sur 4 semaines après la dernière injection. 
A la fin de chaque protocoles, les animaux ont été anesthésiés à l’isoflurane, les paramètres 
hémodynamiques ont été mesurés et les organes prélevés. 
3.2.5. Effet des CP sur le long terme 
Au cours de cette dernière étude chez le rat, nous avons cherché à savoir si l’exposition 
répétée au CP permettait d’obtenir sur le long terme des lésions vasculaires complexe comme 
des lésions plexiformes. Afin de réduire le taux de mortalité induite par des injections répétées 
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nous avons diminué la dose de CP à 100 mg/kg. Les injections ont été répétées à 0, 1, 5, 6, 
10 et 11 semaines. Les paramètres hémodynamiques et les organes ont été prélevés à 13 ou 
15 semaines après la première injection. 
3.3. Lapins 
Les souris et les rats présentent l’avantage de prendre relativement peu de place à 
l’hébergement ce qui permet d’atteindre aisément des effectifs suffisants pour une étude 
statistique. Afin de mener des études au plus proche de la physiopathologie humaine, nous 
avons utilisé des lapins qui présentent des vaisseaux pulmonaires plus proches de ceux 
rencontré dans les poumons humains. Si ces animaux font de meilleurs modèles d’étude des 
lésions vasculaires que les rats et les souris, leur taille (les animaux dépassaient les 5 kg en 
fin de protocole), le prix des animaux à l’achat, la place d’hébergement en cages individuelles 
(0,36 m²), ainsi que leur caractère craintif nécessitant des soins particuliers sont autant de 
facteurs qui nous ont fait préférer les rongeurs pour les études prospectives nécessitant de 
grands effectifs. Nous avons réalisé ces expérimentations sur le lapin en collaboration avec 
l’université KU Leuven et le Dr Rozenn Quarck. 
3.3.1. Procédure d’injection de CP 
Nous avons utilisé des femelles New Zealand de 2,5/3 kg. Les injections de CP ont été faites 
sur animal anesthésié afin de faciliter la procédure. Les animaux ont été endormis avec 25 
mg/kg de kétamine et 0,5 mg/kg de medetomidine en injection intramusculaire. Les lapines 
ont été ventilées et placés sur un tapis chauffant. L’injection de CP (100 mg/kg) se fait en i.p. 
Elle est suivie d’une injection intramusculaire de 1mg/kg d’atipamezol afin de neutraliser l’effet 
sédatif de la medetomidine. La lapine est replacée en stabulation à son réveil (réapparition 
des réflexes). 
3.3.2. Protocole 
Sur la base de nos résultats obtenus chez les rates, nous avons procédé à des injections 
répétés de CP à des doses modérées afin d’obtenir des HTP sévères avec la meilleure survie. 
Les lapines ont ainsi reçu 1 injection de CP (100 mg/kg) par semaine durant 3 semaines. 8 
semaines après la première injection, les lapines ont été anesthésiées avec 25 mg/kg de 
kétamine et 0,5 mg/kg de medetomidine en injection intramusculaire. Afin d’évaluer les 
paramètres hémodynamiques, un cathétérisme cardiaque droit a été effectué avec l’aide d’un 
appareil de radioscopie. Après obtention des PVD et PAP, l’animal est euthanasié par 
exsanguination et les organes sont prélevés. 
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III. ETUDE MICROSCOPIQUE DU LIT VASCULAIRE PULMONAIRE 
1. Microscopie confocale 
Pour réaliser des analyses en microscopie confocale à fluorescence de nous avons réalisé 
des immunomarquages sur coupe de poumon congelée enrobés d’OCT. 
Les poumons sont découpés au cryotome en tranches de 6 µm d’épaisseur. Les coupes sont 
séchées à l’air puis fixées avec du paraformaldéhyde 4% (PFA 4%) durant 10 min à 
température ambiante. Les groupements aldéhydes libres du PFA sont neutralisés par 3 
lavages successifs de NH4Cl 50 mM durant 10 min. Les coupes sont saturées par une solution 
de PBS 1x contenant 10% de sérum de l’espèce étudiée (homme, rats…) et 10% de sérum 
d’âne (l’espèce des anticorps secondaires ici utilisée). L’étape de saturation se fait durant 1h 
à température ambiante. Les tissus saturés sont marqués avec les anticorps primaires (1h à 
température ambiante ou sur la nuit à 4°C). Les anticorps primaires sont révélés avec des 
anticorps secondaires couplés à des fluorochromes (incubation 1h à température ambiante). 
Les dilutions sont précisées dans les sections matériels et méthodes des articles présentés. 
Après le marquage immunologique, les noyaux sont colorés avec du DAPI (4',6'-diamidino-2-
Phénylindole). 
Les coupes marquées sont analysées sous microscope confocale (LSM700; Carl Zeiss, Le 
Pecq, France) équipé des lasers 405-, 488-, 555-, et 639-nm. 
2. Microscopie électronique à transmission (TEM) 
L’analyse ultra structurale des tissus pulmonaire a été réalisée en microscopie électronique à 
transmission (TEM - Transmission Electron Microscopy). Pour se faire, des morceaux de 3 
mm 3 de poumons frais ont été fixés dans une solution de glutaraldéhyde 2% préparée dans 
un tampon de sodium cacodylate 0,1M pH 7,2 à température ambiante. Les tissus fixés ont 
ensuité été post fixés avec une solution de tétroxide d’osmium 1% contenant 1,5% de 
ferrocyanure de potassium, puis contrastés avec une solution aqueuse d’acétate d'uranyle 2%. 
Les échantillons sont ensuite déshydratés dans des bains successifs d’éthanol (de 30 à 100%) 
et inclus en réside Epon (Delta microscopie – Labège France). Les échantillons de poumons 
inclus sont ensuite découpés en tranches ultra fines de 70 nm puis colorées au citrate de 
plomb et analysées au microscope électronique (EM902, Carl Zeiss, Le Pecq, France). 
3. Microscopie corrélative (CLEM) 
Afin d’observer la localisation ultra structurale de nos marquages en immunofluorescence, 
nous avons travaillé en microscopie corrélative (CLEM - Correlative Light and Electron 
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Microscopy), permettant d’associer une analyse globale en immunofluorescence à une 
analyse ultra structurale en microscopie électronique. 
La microscopie corrélative nécessite un traitement particulier des tissus pulmonaires. Des 
tranches de poumons frais de 0,5 cm d’épaisseur sont d’abord fixées 24h dans du 
paraformaldéhyde 4% (PFA 4%) puis immergées 24h dans des bains successifs de glucose 
10% puis 40%. Les prélèvements sont ensuite enrobés d’OCT et congelés à -80°C. Des 
coupes de 10 µm d’épaisseurs sont effectuées pour l’immuno-marquage (anti-CD31 ou anti-
α-SMA produits chez la souris) avec incubation sur la nuit à 4°C. Les anticorps secondaires 
utilisés pour la révélation sont des anti-souris Alexa Fluor® 594 FluoroNanogold™ 
(Nanoprobes) ayant à la fois un fluorochrome visible en microscopie à fluorescence et une 
bille d’or « nanogold » visible en microscopie électronique à transmission. Après une première 
analyse en microscopie confocale à fluorescence, les tranches de poumons sont fixées dans 
une solution de glutaraldéhyde 1% durant 5 minutes à température ambiante, puis mises en 
solution de glycine 50 mM. Les coupes sont rincées et les particules d’or sont amplifiées 
(solution Gold enhance EM/blot – Nanoprobes – LGF Distribution Echirolles – France) durant 
10 min. Après rinçage les tissus sont post-fixés avec une solution de tétroxide d’osmium 0,5%, 
puis déshydratés dans des bains successifs d’éthanol (de 50 à 100%). Les coupes sont enfin 
incluses dans une résine Epon. Les tissus inclus sont découpés en tranches de 0,5 µm 
d’épaisseur (coupes semi fines) et colorés avec du bleu de méthylène. Un premier repérage 
est effectué à l’aide d’un microscope à épifluorescence (DMRB– Leica - France). Après 
sélection des zones d’intérêt les tissus sont recoupés en coupes de 70 nm d’épaisseur (coupes 
ultra fines) et analysés au microscope électronique (EM902, Carl Zeiss, Le Pecq, France). 
PRESENTATION DES TRAVAUX 
Au cours de ma thèse j’ai été amené à travailler sur différents projets dont certains sont publiés 
ou vont être publiés. Je présenterai ici trois projets principaux déjà parus dans des journaux 
internationaux (Circulation, the American Journal of Pathology et the Journal of the American 
College of Cardiology). D’autres travaux, notament sur la composition de la matrice extra-
cellulaire au niveau des artères remodelées et le lien entre HTAP et lipopolysaccharide (LPS), 
sont encore en cours et donneront lieu à des publications ultérieures. 
I. ENDOMT DANS L’HTAP 
1. Rationnel 
La pathogénèse de l’HTAP comprend différents types d’altérations du lit vasculaire pulmonaire 
impliquant entre autre un épaississement des parois artérielles conduisant à l’augmentation 
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des résistances artérielles pulmonaires voire à leur oblitération. La prolifération cellulaire et la 
production excessive de matrice extracellulaire sont des facteurs clé de ce remodelage. 
Comme expliqué en introduction, l’EndoMT est un processus de transition phénotypique qui 
permet à des CE de se détacher de l’endothélium (via la perte des molécules de jonctions) 
pour envahir le tissus sous endothélial et acquérir un phénotype mésenchymateux. Cette 
transition s’accompagne de l’acquisition d’un phénotype prolifèrant et invasif. Ces cellules 
mésenchymateuses α-SMA positives n’expriment plus leurs marqueurs endothéliaux d’origine 
une fois la transition accomplie. 
Dans le cas des lésions intimales, la lésion la plus repandue chez les patients HTAP, cette 
accumulation cellulaire se trouve entre l’endothélium et la première couche élastique et forme 
une néo intima. Dans le cas des lésions plexiforme, il y a prolifération de CE au niveau des 
lumières ainsi que de cellules mésenchymateuse α-SMA positives au niveau stroma. L’origine 
de ces cellules pathologiques α-SMA positives n’est pas certaine. L’hypothèse la plus 
repandue suggère que ces cellules pathologiques dérivent de la migration de cellules 
mésenchymateuses résidentes (fibroblastes de l’adventis, CML de la média ou péricytes) ou 
de progéniteurs circulants. 
2. Objectifs et stratégies 
Au cours de ces travaux nous avons émis l’hypothèse que l’EndoMT pouvait également être 
une source de cellules pathologiques au niveau des lésions intimales et plexiformes, et 
participer ainsi au remodelage des artères HTAP. 
2.1. Mise en évidence de l’EndoMT 
Afin de valider cette hypothèse nous avons dans un premier temps cherché à mettre en 
évidence l’existence d’une EndoMT qui aurait lieu au niveau de vaisseaux pulmonaires HTAP 
et non au niveau des vaisseaux de poumons contrôles. 
2.1.1. Validation d’un double phénotype endothélial/mésenchymateux in situ 
dans les lésions HTAP 
Les cellules en transition EndoMT exprimant des marqueurs à la fois endothéliaux et 
mésenchymateux, nous avons commencé par caractériser de façon qualitative le phénotype 
des cellules au niveau de lésions d’artères contrôles et d’artères remodelées. Nous nous 
somme focalisés sur deux types de lésions en particulier : les lésions intimales et les lésions 
plexiformes. En effets ces deux lésions présentent une accumulation de cellules de type 
mésenchymateux directement sous l’endothélium vasculaire ce qui en fait les candidates 
idéales pour notre étude. 
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Pour ce faire, nous avons utilisé des triples marquages immunofluorescents ainsi qu’une 
analyse en microscopie confocale pour localiser simultanément la présence de marqueurs 
endothéliaux (CD31, CD34 ou vWF), de marqueurs mésenchymateux (α-SMA) ainsi que de 
protéines de jonctions endothéliales (p120-Catenin ou VE-Cadherin). 
2.1.2. Analyse de l’expression des protéines liées à l’EndoMT 
Afin d’avoir une approche quantitative globale de l’expression des marqueurs de l’EndoMT au 
niveau des poumons HTAP versus contrôles, nous avons utilisé la technique du Western Blot. 
Cette étude a porté sur l’expression de protéines impliquées dans la jonction des CE (p120-
Catenin, VE-Cadherin), de marqueurs mésenchymateux (Vimentin et Phospho-Vimentine), 
ainsi que du facteur de transcription Twist-1 surexprimé en cas de transition 
mésenchymateuse. La voie BMPRII, déficiente dans l’HTAP, étant frein connu de l’EndoMT,  
l’expression de BMPRII a également été étudiée148. 
L’expression de ces protéines au niveau du poumon total a permis de vérifier l’existence d’un 
un profil pro-EndoMT dans les poumons HTAP versus contrôles. 
2.1.3. Analyse quantitative de l’expression des gènes de l’EndoMT dans les 
artères pulmonaires humaines dissèquées 
Nous avons également utilisé la technique de RT-qPCR (Reverse Transcriptase quantitative 
PCR) pour analyser l’expression de gènes impliqués dans le processus d’EndoMT. Cette 
analyse a porté sur l’expression de Twist1, Vimentine, N-cadherin, Fibronectine, ITGA5 
(codant pour un récepteur à la fibronectine), TGF-β1 et TGFβR1. 
Les RT-qPCR ont été réalisées sur des artères de petits calibres fraichement disséquées. 
2.1.4. Analyse ultra structurale des lésions intimales et plexiformes 
L’EndoMT s’accompagnant de modifications morphologiques des cellules, nous avons 
procédé à une analyse ultra structurale des lésions intimales et plexiformes en microscopie 
électronique à transmission (MET). Cette technique permet l’identification de certains 
organites intra cellulaire et permet ainsi l’identification morphologique et structurelle du type 
cellulaire. 
Afin de confirmer les observations obtenues par immunofluorescence et microscopie 
confocale au niveau ultra structural, nous avons effectué une analyse de marqueurs 
endothéliaux (CD31) et mésenchymateux (α-SMA et Phospho-Vimentine) en microscopie 
corrélative. Cette technique permet de combiner une analyse en immunofluoresence classique 
à l’échelle microscopique avec une analyse en microscopie électronique à l’échelle 
ultrastructurale. Si cette technique ne permet pas de faire des marquages immunologiques 
multiples, son analyse est ainsi bien plus puissante car elle permet d’étudier la localisation 
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intracellulaire précise de chaque marqueur sur une tranche ultra fine de tissu (70 nm 
d’épaisseur), couplée à l’analyse structurelle de la cellule. 
2.2. Vérification de la validité des modèles animaux d’HTP pour l’étude de l’EndoMT 
La mise en évidence de l’implication de l’EndoMT dans le remodelage vasculaire pulmonaire 
des poumons HTAP pouvant ouvrir une nouvelle voie thérapeutique dans le traitement de la 
maladie, nous avons vérifié si ce phénomène était également présent dans les modèles 
expérimentaux. Nous avons donc réalisé une étude de l’EndoMT dans deux modèles 
classiques d’HTP utilisés en routines : le modèle MCT et SuHx. 
Comme pour l’étude sur les tissus humains, nous avons effectué une analyse en 
immunofluorescence et microscopie confocale pour rechercher la présence d’un double 
phénotype endothélial/mésenchymateux au niveau des vaisseaux remodelés, couplée à une 
analyse de l’expression de protéines (Western Blot) et de gène (RT-qPCR) permettant 
l’identification d’une EndoMT active. 
2.3. Ciblage thérapeutic de l’EndoMT dans les modèles in vivo et in vitro 
Afin de vérifier la pertinence de l’EndoMT comme cible thérapeutique, nous avons utilisé la 
rapamycin, une molécule pouvant inhiber l’EndoMT et l’EMT via son action sur mTOR165,242.  
Nous avons étudié son action sur l’expression de protéines liées à l’EndoMT in vitro avec des 
CE humaines en culture. Nous avons également étudié son action sur le phénotype proliférant 
et migratoire des CE de patients HTAP. Enfin nous avons étudié par Western Blot l’expression 
de protéines liées à l’EndoMT dans des poumons de rats MCT traités à la rapamycin. 
2.4. Etude de l’EndoMT dans un nouveau modèle de rats BMPR2 mutés 
Pour finir nous avons étudié si l’EndoMT était également un des mécanismes pathologiques 
impliqués dans le remodelage vasculaire spontané observé chez des rats ayant une mutation 
rendant le gène BMPR2 non fonctionnel. Nous avons utilisé un modèle de rat BMPR2Δ140Ex1/+ 
développé au sein de notre laboratoire et actuellement en cours de caractérisation. La mise 
en évidence d’un lien entre la défaillance de la voie BMPR2 et l’activation d’une EndoMT 
pathologique est en effet très pertinente dans la compréhension de la pathogénèse de l’HTAP. 
3. Résultats et discussion 
3.1. Présence d’un double phénotype endothélial/mésenchymateux au niveau des 
artères remodelées 
L’étude in situ des lésions intimales et plexiformes en immunofluorescence et microscopie 
confocale nous a permis de mettre en évidence un double phénotype 
endothélial/mésenchymateux dans les zones d’accumulation de cellules pathologiques (néo 
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intima et stroma des lésions plexiformes). Les artérioles de poumons contrôles présentent une 
monocouche endothéliale négatives pour l’α-SMA suivie par une couche de cellules positives 
pour l’α-SMA, chaque couche cellulaire n’exprimant qu’un phénotype. Dans le cas des lésions 
HTAP, certaines CE de la monocouche endothéliale expriment de faibles quantité d’α-SMA et 
la couche de cellule sous endothéliale est constitué de cellule exprimant à la fois des 
marqueurs endothéliaux (CD31, CD34 ou vWF) et de l’α-SMA. Le marquage en 
immunofluorescence de VE-cadherin et p120-catenin a permis d’observer une perte des 
jonctions des CE avec le reste de l’endothélium. En effet, si ces protéines sont exprimées en 
spots très intenses au niveau des jonctions entre CE dans les artères contrôles, elles se 
retrouvent soit sous exprimées (p120-catenin) soit exprimées sous forme cytoplasmiques (VE-
Cadherin) au niveau de l’endothélium des lésions HTAP. La p120-catenin est impliquée dans 
le maintien de la VE-cadherin au niveau de la jonction des membranes de CE (Figure 39). La 
sous expression de p120-catenin se traduit ainsi par une localisation cytoplasmique de VE-
cadherin non fonctionnelle et la perte des jonctions cellulaires. 
 
Figure 39 : organisation des molécules impliquées dans la junction entre CE243. 
La p120-catenin est impliquée dans le maintien de la VE-cadherin au niveau de la 
jonction des membranes de CE. Sa sous-expression ne permet pas à la VE-cadherine 
de rejoindre la membrane pour former les liaisons avec les autres CE. 
3.2. Profil protéique en accord avec une EndoMT active dans les poumons HTAP 
La quantification par Western Blot des protéines de jonction au niveau des poumons confirme 
les observations faites en immunofluorescence : si le taux de VE-cadherin ne diminue pas 
significativement, celui de la p120-catenin est fortement diminué par rapports aux contrôles, 
ce qui est en accord avec la disparition des jonctions endothéliales. 
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La perte des jonctions s’accompagne d’une augmentation du taux de Phospho-Vimentine, un 
marqueur mésenchymateux, ainsi que du taux de Twist-1, l’un des facteurs de transcription 
induisant l’EndoMT et l’EMT. 
Les extractions protéiques étant réalisées sur du tissu pulmonaire total, nous avons vérifié la 
localisation du Twist-1 produit par marquage en immunohistochimie sur coupes de poumon 
HTAP et contrôle. L’analyse de ces marquages confirme une localisation de Twist-1 au niveau 
des lésions intimales et plexiformes alors qu’il est absent des artères de poumons contrôles. 
3.3. Surexpression des gènes de l’EndoMT au niveau des artères remodelées 
La mesure de l’expression des gènes par RT-qPCR sur artères fraichement dissèquées 
confirme une surexpression des gènes activés au cours de l’EndoMT. Nous avons ainsi 
observé une surexpression des gènes mésenchymateux Vimentin, N-Cadherin, Fibronectine 
et ITGA5 ainsi que des gènes codant pour le TGF-β et son récepteur TGFβR1, deux acteurs 
impliqué dans l’activation de l’EndoMT via la voie TGF-β. 
3.4. L’analyse ultra structurale confirme l’origine endothéliale des cellules 
pathologiques et l’expression d’un double phénotype 
La microscopie électronique à transmission a également permis de confirmer l’origine 
endothéliale des cellules pathologiques grâce à la présence de corps de Weibel-Palade. Ces 
organites facilement identifiables servent au stockage du vWF et de la P-selectin et sont 
uniquement présents dans les CE. Enfin l’étude des lésions à l’échelle ultrastructurale nous a 
permis d’observer des zones l’invagination des CE de l’endothélium vers les zones de 
remodelage, certaines CE présentant déjà des fibres de cytosquelette similaires à celles 
rencontrées dans les cellules mésenchymateuses. 
L’utilisation de la microscopie corrélative a permis d’identifier précisément la présence d’α-
SMA ou de Phospho-Vimentine dans les CE de l’endothélium vasculaire ainsi que la présence 
de CD31 dans les cellules sous endothéliales. Ces résultats obtenus sur coupe ultra fine 
d’artère (70 nm) confirme nos observations en immunofluorescence et permettent d’affirmer 
que l’EndoMT est bien un mécanisme actif au niveau des lésions intimales et plexiformes. 
3.5. L’EndoMT est également impliquée dans la pathogénèse des modèles MCT et 
SuHx 
La quantification des protéines pertinentes dans l’EndoMT (protéines de jonction p120-catenin 
et VE-Cadherin, facteur de transcription Twist-1, marqueurs mésenchymateux Vimentin et 
Phospho-Vimentin) nous a permis d’identifier un profil pro-EndoMT dans les poumons de rats 
MCT. Afin de vérifier que l’EndoMT est bien impliquée dans le développement de l’HTP induite 
par MCT, nous avons effectué un dosage de ces protéines à différents temps après injection 
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de MCT. Il est intéressant de noter que ce profil est déjà en place de façon significative dès 
J14. C’est à ce stade que commence que l’HTP devient détectable. Le modèle MCT est donc 
pertinent pour l’étude de l’EndoMT dans le remodelage pulmonaire. Dans ce modèle, 
l’apparition de l’EndoMT coïncide avec les premiers remodelages vasculaires, et ce, avant la 
mise en place de l’HTP symptomatique. Il est également important de noter que la 
quantification du BMPRII indique une diminution de son expression. Cette inhibition de 
l’expression de BMPRII coincide avec la surexpression de Twist-1, des marqueurs 
mésenchymateux et de la perte des protéines de jonction. 
L’étude en immunofluorescence et microscopie confocale de la localisation de marqueurs 
endothéliaux (CD34) et mésenchymateux (α-SMA) permet d’observer à J21 au niveau de 
vaisseaux non muscularisés, des CE de l’endothélium vasculaire exprimant des fibres d’α-
SMA. Cette observation laisse supposer que l’EndoMT est également à l’origine de la néo 
muscularisation des petites artérioles dans l’HTAP. 
L’observation en immunofluorescence d’un double phénotype endothélial/mésenchymateux a 
également été faite dans le modèle SuHX. Dans ce modèle la transition apparait même de 
façon caricaturale avec une transition progressive et très évidente d’un phénotype endothéliale 
vers un phénotype mésenchymateux le long de certaines lésions vasculaires en coupe 
longitudinale. 
La mise en évidence de l’EndoMT dans la pathogénèse de ces deux modèles d’HTP nous 
permet donc de les valider pour l’utilisation de thérapies ciblant ce mécanisme. 
3.6. L’inhibition de l’EndoMT permet une amélioration de l’HTAP 
Pour valider l’hypothèse d’une application thérapeutique, nous avons traité des CE de patients 
et ainsi que des rats MCT avec la rapamycin, une molécule inhibant mTOR dont la voie est 
impliquée dans la régulation de l’EMT et de l’EndoMT. 
L’utilisation de la rapamycin in vitro a permis d’inhiber le caractère prolifératif et migratoire de 
CE de patients HTAP. Chez les rats MCT, le traitement à la rapamycin a permis de ramener à 
un niveau basal l’expression de Twist-1. Cette inhibition s’accompagne d’une augmentation 
de l’expression de p120-Catenin mais pas de VE-cadherin, suggérant que l’inhibition de 
l’EndoMT est partielle. Néanmoins l’utilisation de rapamycin a permis une amélioration de la 
PAP ainsi que du remodelage cardiaque droit244. L’inhibition de Twist-1 et la restauration 
partielle des jonctions endothéliales pourrait expliquer cet effet curatif. 
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3.7. L’EndoMT est impliquée dans le remodelage vasculaire spontané de rats 
BMPR2 Δ140Ex1/+ 
Pour finir nous avons mis en évidence que l’inactivation partielle de la voie BMPR2 par une 
délétion hétérozygote BMPR2 Δ140Ex1/+ induisait une surexpression de Twist-1 et Phospho-
Vimentine. Si ce tout nouveau modèle n’est pas entièrement caractérisé, nous avons observé 
qu’il permet l’apparition spontanée d’un remodelage vasculaire pulmonaire important. Ce 
remodelage comprend une hypertrophie des artères pulmonaires ainsi que la néo 
muscularisation des petites artérioles normalement non muscularisées. Les surexpressions 
de Twist-1 et Phospho-Vimentine permettent de supposer que l’inhibition partielle de la voie 
BMPRII permet de lever un frein à l’EndoMT qui provoque l’épaississement et participe à 
l’occlusion du lit vasculaire pulmonaire. 
3.8. Discussion 
Les résultats présentés permettent d’affirmer que l’EndoMT est activement impliquée dans la 
formation des lésions intimales et plexiformes rencontrées dans les stades tardifs de l’HTAP. 
Ce mécanisme pourrait avoir lieu précocement dans la pathogénèse de la maladie comme 
c’est le cas dans le modèle MCT où la signature protéique de l’EndoMT indique une transition 
active dès les stades précoces du remodelage vasculaire. L’utilisation de la souche de rat 
BMPR2 Δ140Ex1/+ confirme l’importance d’une voie BMPR2 fonctionnelle pour réguler l’EndoMT. 
Celle-ci se déclare spontanément chez les rats mutés et s’accompagne d’un remodelage 
vasculaire important ce qui laisse penser que l’inhibition de BMPR2 observée chez les patients 
ou dans le modèle MCT serait bien une cause d’EndoMT et non une conséquence. En 
condition physiologique, l’activation de la voie BMPRII par BMP-7 inhibe l’EndoMT via 
l’activation des Smad 1, 5 et 8 (Figure 40)148. 
 
Figure 40 : régulation de l’EndoMT par les voies TGF-β et BMP-7148. 
La voie BMP-7 via l’activation de BMPRII inhibe l’EndoMT. 
80 
 
La voie BMPR2 étant également non fonctionnelle chez les patients HTAP, nous pouvons 
émettre l’hypothèse que la levée d’un des principaux freins de l’EndoMT contribue à une 
EndoMT aberrante et chronique lorsque les voies d’induction de l’EndoMT se retrouvent 
stimulées. Ce terrain propice à l’EndoMT est d’ailleurs installé et bien décrit chez les patients. 
Ainsi l’augmentation chronique des taux de certains facteurs de croissance et cytokines pro 
inflammatoires comme l’ET-1, le TNF-α, le PDGF ou l’IL-6, observée chez les patients sont 
autant de facteurs stimulants l’EndoMT et l’EMT151,200,205,245,246. A cela s’ajoute l’hypoxie et les 
stress hémodynamiques (pression et forces de cisaillements), deux conséquences de l’HTAP 
au niveau vasculaire favorisant le phénomène172. 
L’accumulation de facteurs pro-EndoMT combinée à la perte de fonction de la voie BMPRII a 
permis à certains auteurs de supposer son implication dans la pathogénèse de la maladie. 
Néanmoins aucune observation in situ ni démonstrations n’avait jusqu’à présent été publiées. 
Cette hypothèse est confirmée par l’utilisation de la rapamycin, qui même si elle n’a pas pu 
reverser totalement l’HTP ou l’EndoMT chez le rat, suggère que cette nouvelle voie 
thérapeutique est pertinente. Ceci est confirmé par d’autres études publiées récemment. Ainsi 
l’utilisation d’adénovirus pour activer la production de BMPR2 au niveau de l’endothélium 
vasculaire pulmonaire permet d’atténuer le remodelage observé chez les rats MCT et les rats 
en hypoxie chronique. Cette stratégie a également permis de contrer l’EndoMT de CE humaine 
induite par TGF-β. Dans cette étude les auteurs ont également stimulé la voie BMPRII les CE 
humaines traitées au TGF-β via les ligands BMP-2 et BMP-7 et ont confirmé que l’activation 
de la voie BMPRII était bien la cause de l’inhibition de l’EndoMT247,248. 
En plus de l’intérêt thérapeutique, la mise en évidence de l’EndoMT dans la pathogénèse de 
l’HTAP apporte une nouvelle vision de la formation des lésions intimales et plexiforme ainsi 
que de la néo muscularisation des petites artérioles. En effet l’hypothèse la plus répandue 
voulait que les lésions se développent sur un modèle centripète, avec la migration de 
fibroblastes résidents ou de progéniteurs vers les zones de remodelage. Néanmoins cette 
hypothèse nécessite le passage des fibroblastes à travers les élastiques de l’artère. De plus, 
de nombreuses études récentes portant sur l’origine des cellules mésenchymateuses 
proliférantes et des cellules souches mésenchymateuses impliquées dans le développement 
des cancers et des fibroses concluent que l’apport des cellules souches de la moelle osseuse 
et des péricytes est minoritaire par rapport au nombre de cellules pathologiques151,205. Ainsi, 
les nouvelles techniques de traçage in vivo des lignées cellulaires indiquent que l’EndoMT et 
l’EMT sont les principales sources de cellules mésenchymateuses à l’origine des fibroses et 
des cancers, les estimations suggérant que 30 à 50% des cellules mésenchymateuses 
seraient d’origine endothéliale148,187,205,209. Dans le cas des fibroses seuls 12% des fibroblastes 
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seraient issus de cellules souches de moelle osseuse et 23% de cellules mésenchymateuses 
résidentes (fibroblastes ou péricytes, ces derniers étant très minoritaires)151,205. 
Cette sous-estimation de l’origine endothéliale s’explique entre autre par le caractère 
pluripotent des cellules EndoMT qui peuvent se différencier en péricytes186 ainsi qu’en cellules 
souches mésenchymateuses (CSM)146,171,183,188,189. Cette capacité à générer des cellules 
souches mésenchymateuse serait ainsi un des mécanismes permettant aux tumeurs de se 
régénérer via la formation de cellules souches cancéreuses (CSC).214 
Nous pouvons supposer que les cellules issues de l’EndoMT peuvent, comme observé dans 
le cas des fibroses et des cancers, participer à l’entretien des lésions HTAP. Le ciblage des 
voies d’induction (comme mTOR Notch ou GSK-3β) ou l’activation des voies d’inhibition de 
l’EndoMT comme BMP-7 peuvent être de nouvelles voies thérapeutiques de la prise en charge 
des patients HTAP, notamment des patients diagnostiqués à un stade précoce suite à un 
dépistage génétique. 
4. Article 1 : Ranchoux et al. Circulation. Mars 2015.  
82 
 
 
  
83 
 
 
  
84 
 
 
  
85 
 
 
  
86 
 
 
  
87 
 
 
  
88 
 
 
  
89 
 
 
  
90 
 
 
  
91 
 
 
  
92 
 
 
  
93 
 
 
  
94 
 
 
  
95 
 
 
  
96 
 
 
  
97 
 
 
  
98 
 
 
  
99 
 
 
  
100 
 
 
  
101 
 
 
  
102 
 
 
  
103 
 
 
  
104 
 
 
  
105 
 
 
  
106 
 
 
  
107 
 
 
  
108 
 
 
  
109 
 
II. MALADIE VEINO-OCCLUSIVE  PULMONAIRE (MVOP) INDUITE PAR 
CHIMIOTHERAPIES : ROLE DES AGENTS ALKYLANTS 
1. Rationnel 
La MVOP est un cas rare d’HTP. Les mécanismes pathologiques aboutissant à la maladie ne 
sont pas connus. Néanmoins différents facteurs de risques ont été proposés. Ainsi les 
traitements reçu lors de chimiothérapies sont pressentis comme pouvant induire une MVOP. 
Plusieurs cas suspects de patients ayant développé une MVOP après une chimiothérapie 
dans le cas d’une transplantation de moëlle osseuse249–251 ou de cancers ont ainsi été 
rapportés252–254. Si le lien de cause à effet n’est que supposé, les agents chimiothérapeutiques 
comme la bléomycine, la carmustine ou la mitomycine ont été rapportés comme facteurs de 
risque possibles d’HTP4,255. 
Il est intéressant de noter que l’utilisation à forte dose de certaines chimiothérapies alkylantes 
peut entrainer des maladies veino-occlusives hépatiques et, sur une période prolongée, une 
hyperplasie nodulaire régénérative256,257. 
Ce lien entre l’action alkylante de certaines molécules et le développement de MVOP est 
d’ailleurs utilisé comme modèle de la maladie. Ainsi, l’action cytotoxique de la MCT, utilisée 
dans les modèles de MVO hépatique et d’HTP, passe également par la formation de liaisons 
covalentes intra ou intercaténaires induites par la déhydromonocrotaline, un métabolite de la 
MCT (Figure 41 et Figure 42)258. 
 
 
 
Figure 41 : structure chimique de la monocrotaline et de ses métabolites258. 
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Figure 42 : polymer de la dehydromonocrotaline et de son interaction avec l’ADN258. 
Il est intéressant de noter que la déhydromonocrotaline peut alkyler jusqu’à 5 nucléotides et 
que celle-ci peut se polymériser, ce qui peut expliquer sa toxicité aigüe et rapide pour 
l’endothélium vasculaire par rapport aux agents alkylants utilisés en chimiothérapies qui ne 
possèdent qu’un ou deux groupements alkylants (Figure 31, Figure 32 et Figure 33). 
2. Objectifs et stratégies 
Au cours de cette étude nous avons fait l’inventaire des cas rapportés de patients atteints de 
MVOP suite à une chimiothérapie. Les agents alkylants étant impliqués dans la majorité des 
cas, nous avons procédé à différents tests in vivo pour mettre en évidence un lien de causalité. 
Nous traiterons ici de nos travaux sur le cyclophosphamide qui a été utilisé dans 43% des cas 
de MVOP identifiés. 
2.1. Etude des cas rapportés dans la littérature 
Au cours de cette étude nous avons fait un recensement de l’ensemble des cas rapportés de 
MVOP ou d’hémangiomatose capillaire consécutive à une chimiothérapie, radiothérapie ou à 
une transplantation de moelle osseuse. 
Chaque cas rapporté dans la littérature a fait l’objet d’un contre-diagnostic basé sur les 
données hémodynamiques, radiologiques, histologiques et fonctionnelles décrites dans les 
articles. Afin de ne garder que les cas avérés de MVOP, les diagnostics ont été établis de 
façon indépendante par les Drs Günther et Montani, deux pneumologues spécialistes de la 
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MVOP, ainsi que par le Dr Dorfmüller, un anatomopathologue spécialiste dans les pathologies 
pulmonaires, lorsque les données histologiques étaient disponibles. Après concertation une 
classification des cas a été établie selon si la MVOP était « confirmée » (confirmation 
histologique), « hautement probable » (pas de données histologique mais hypertension pré-
capillaire confirmée associée à des preuves radiologiques) ou « probable » (basée 
uniquement sur les données cliniques et fonctionnelles). Pour chacun des cas de MVOP 
avérée ou probable, un recensement des traitements antérieurs (molécules et durée 
d’exposition) a été réalisé. 
2.2. Analyse du registre français de l’HTP 
Une revue des cas de MVOP confirmée suspectés d’être en lien avec des chimiothérapies, 
radiothérapies ou des transplantations de moelle osseuse a également été réalisée à partir 
des cas recensés dans le registre français des HTP. 
2.3. Etudes in vivo 
L’étude des cas de MVOP associées à des chimiothérapies nous a orientés vers les agents 
alkylants et notamment le cyclophosphamide (CP) qui s’est retrouvé être l’agent thérapeutique 
utilisé dans près de la moitié des cas recensés. Nous avons ainsi testé in vivo l’impact de 
l’exposition au CP sur les paramètres pertinents dans l’étude de la MVOP et de l’inflammation 
(remodelage cardiaque, paramètres hémodynamiques, remodelage vasculaire pulmonaire, 
dosages sériques de biomarqueurs et de médiateurs de la dysfonction cardiovasculaire ainsi 
que des monocytes et lymphocytes). Trois espèces animales (souris, rats et lapin) ont été 
utilisées pour les études cardiovasculaires afin de s’affranchir d’une spécificité d’espèce. 
L’influence du sexe, de la dose ainsi que du temps d’exposition ont été étudiées à travers 
différents protocoles décrits dans les méthodes. 
3. Résultats et discussion 
3.1. Etude de la littérature et du registre français de l’HTP 
Sur les 179 articles recensés, 27 ont permis un contre-diagnostic de MVOP associée à une 
chimiothérapie, soit 15% des cas. A cela s’ajoute 10 cas de MVOP confirmée chez des patients 
ayant reçu des chimiothérapies. Le recensement des thérapies utilisées avant le diagnostic de 
MVOP a permis de déterminer une liste des agents chiomiothérapeutiques les plus souvent 
associés au développement de MVOP. Parmi ces thérapies, les agents alkylants sont forment 
la classe de chimiothérapie la plus représentée avec une utilisation dans 83,8% des cas de 
MVOP identifiés. Les autres classes les plus rencontrées sont les alkaloïdes d’origine végétale 
(45,9%), les antibiotiques cytotoxiques ou assimilés (43,2%) et enfin les antimétabolites 
(40,5% des cas). 
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Parmi les MVOP associées aux agents alkylants, presque la moitié (43,2%) des patients ont 
reçu du cyclophosphamide. Les autres thérapies les plus rependues sont la mitomycine 
(24,3%) et le cisplatine (21,6%). 
Cette première étude a également permis de mettre en lumière que 78% des cas de MVOP 
associées à une chimiothérapie se déclarait moins d’un an après l’initiation du traitement. 
3.2. Etudes in vivo 
3.2.1. HTP induite par injection unique de CP chez la souris 
Les résultats chez les patients nous ont poussés dans l’étude approfondie de l’influence in 
vivo des chimiothérapies alkylantes et principalement du CP. Une étude préliminaire chez la 
souris a permis de valider qu’une injection unique d’une forte dose de CP (350 mg/kg) 
permettait d’obtenir en 4 semaines une HTP chez la souris, accompagnée d’un remodelage 
du ventricule droit, d’un épaississement des septa pulmonaires et dune accumulations intra 
alvéolaire de macrophages. 
3.2.2. Influence du sexe sur le développement de l’HTP induite par CP chez le 
rat 
L’étude chez le rat a permis d’identifier une sensibilité plus forte chez les femelles. Ainsi, si 
une unique injection de 350 mg/kg était suffisante pour le développement d’une HTP chez 
l’ensemble des rates en 4 semaines, elle ne permettait pas d’avoir de résultats homogènes 
chez les mâles (l’hétérogénéité allant de l’HTP très sévère à non détectable). L’HTP chez 
sujets malades s’accompagnait d’une hypertrophie compensatoire du ventricule droit (indices 
de Fulton compris entre 0,58 et 0,72), d’une néo muscularisation des artérioles et veinules 
distales et d’un épaississement des média des artères proximales. 
3.2.3. Cinétique de développement de l’HTP induite par CP chez le rat 
A partir de ces résultats, nous avons étudié la cinétique de développement de l’HTP chez les 
femelles après injection de 350 mg/kg de CP sur 4 semaines. Nos résultats indiquent un 
remodelage du lit micro vasculaire pulmonaire dès la première semaine de la cinétique, suivi 
par une augmentation de la PAPm et de l’indice de Fulton significatif dès la troisième semaine. 
Le remodelage précoce du lit vasculaire se met en place alors que le taux de lymphocytes B 
et T circulants dans le sang périphérique chute, ce taux ne se normalisant qu’à la troisième 
semaine après injection de CP, ce qui exclut la participation des cellules immunitaires au 
remodelage. 
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3.2.4. Etablissement d’un protocole permettant un meilleur ratio HTP/toxicité 
chez le rat 
La toxicité du CP était telle que nous ne pouvions utiliser le model en l’état. Nous avons testé 
différentes doses injectées sur une ou deux semaines pour déterminer la dose minimale 
permettant d’obtenir la meilleure HTP associée à la meilleur survie. 
Quatre doses ont été testées (100, 150, 200 et 250 mg/kg) en injections répétées 
hebdomadairement sur 2 semaines. Toutes les doses ont permis d’obtenir une HTP après 4 
semaines à l’exception de la dose la plus forte qui a provoqué la mort de toutes les rates. 
Néanmoins seule l’injection de 200 mg/kg/semaine/2semaines a permis d’obtenir une HTP 
associée à la présence de certains biomarqueurs sériques de la dysfonction endothéliale (vWF 
et E-selectin) et de la défaillance cardiaque (peptide natriurétique de type B [BNP - B-type 
natriuretic peptide]). Il est intéressant de noter qu’une augmentation du taux de sérotonine (5-
HT) a été retrouvée dans les tissus pulmonaires des rates exposées à 150 et 
200mg/kg/semaine/2 semaines. Une augmentation de 5-HT est également observée chez les 
patient HTAP et participe à la prolifération excessive des CML d’artère pulmonaire. 
A partir de ces observations nous avons décidé de garder le protocole 200 mg/kg/semaine/2 
semaines pour l’étude de l’HTP induite par CP. 
3.2.5. Etude de l’expression de KCNK3 dans le modèle d’HTP induite par CP 
chez le rat 
Nous avons étudié l’expression de KCNK3 partir du protocole d’HTP induite par CP établi 
précédemment. En effet, des mutations dans le gène KCNK3, codant pour la protéine formant 
le canal potassique KCNK3, également appelée TASK-1, ont récemment été identifiées chez 
certains patients souffrant d’HTAP14,15. Ces mutations sont associées à une perte de la 
fonction du canal et à la réduction du courant potassique. 
L’analyse par Western Blot sur poumons total indique une perte de l’expression de KNCK3 
chez les rates traitées au CP. 
3.2.6. Etudes de l’effet cytoprotecteur du Mesna et de l’Amifostine dans le 
modèle d’HTP induite par CP 
Parmi les cytoprotecteurs donnés pour limiter la toxicité des chimiothérapies nous avons testé 
l’efficacité du mesna et de l’amifostine pour la prévention de l’HTP induite par CP259,260. 
L’utilisation préventive d’amifostine et de mesna a également conduit à une baisse de 
l’inflammation (quantifié par l’analyse du marqueur pan-leucocytaire CD45) et de BNP 
(marqueur de défaillance cardiaque). 
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Néanmoins seul l’amifostine a démontré un réel effet préventif sur les paramètres de l’HTP. 
Son injection (200 mg/kg) en i.p. 30 minutes avant chaque injection de CP a permis d’améliorer 
la survie, le remodelage vasculaire pulmonaire (baisse du nombre de micro-vaisseaux occlus, 
fortement muscularisés et augmentation du nombre de non muscularisés) et les paramètres 
hémodynamiques (amélioration du débit cardiaque et des résistances vasculaires pulmonaires 
totales) des rates 4 semaines après injection par rapport au groupe CP seul. Ces améliorations 
s’accompagnent aussi d’une baisse du taux pulmonaire de 5-HT. 
3.2.7. Etude de l’exposition prolongée au CP 
Au cours de cette dernière étude chez le rat, nous avons voulu rechercher si l’exposition 
répétée au CP permettait d’obtenir sur le long terme des lésions vasculaires complexe comme 
des lésions plexiformes. Après 13 à 15 semaines d’expérimentation et 6 injections de CP, nous 
avons observé un épaississement de l’intima des vaisseaux ainsi que des cas de petits 
vaisseaux re-canalisés mais aucune lésion plexiforme. 
3.3. Etude chez le lapin 
L’injection répétée de CP a permis d’induire une HTP modérée chez les lapines avec des 
indices de Fulton allant de 0,38 à 0,43. L’analyse histologique des poumons a néanmoins 
révélée un remodelage vasculaire comprenant une hypertrophie de la média des artères, une  
néo-muscularisation des micro vaisseaux et l’hyperplasie et la congestion des septa 
pulmonaires. 
Contrairement au rat et à la souris, le lapin a une structure vasculaire plus proche de celle 
observée chez l’homme permettant de différencier veines et artères. Nous avons ainsi pu 
identifier un remodelage veineux avec des cas de fibrose au niveau de l’adventis des veines 
pulmonaires associée à une inflammation des vaisseaux (vasculite). La mise en évidence 
d’une atteinte veinulaire en plus de l’atteinte artérielle laisse supposer que l’HTP serait une 
MVOP. L’analyse des coupes histologiques nous a également permis d’observer une 
inflammation éosinophilique vasculaire massive associée à des zones de remodelage sévère 
et d’hypertrophie de l’intima. Ce remodelage est associé à une augmentation du taux 
plasmatiques d’ET-1 comme observé chez les patients. 
3.4. Discussion 
L’ensemble de ces résultats ont permis de mettre en lumière le lien entre l’usage d’agent 
alkylants et le développement d’une MVOP chez l’homme. Chez l’animal, l’usage de CP 
entraîne l’apparition d’une HTP sévère. L’utilisation de lapin nous a permis d’identifier une 
atteinte veinulaire faisant de l’usage du CP, le premier modèle de MVOP pulmonaire mis au 
point. 
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Les agents alkylants sont connus pour induire des MVO hépatiques. Une étude avait conclu 
que le CP induit une MVO hépatique via l’action toxique de ses métabolites, le 4-
Hydroperoxycyclophosphamide et l’acroléine, sur les cellules endothéliales sinusoïdales 
(CES). Le 4-Hydroperoxycyclophosphamide inhibe la production de glutathion (GSH) dans les 
CES. Le GSH est impliqué dans les mécanismes de détoxification et la lutte contre le stress 
oxydant. Ce métabolite peut inhiber plus de 95% du GHS produit avant que sa concentration 
ne provoque la mort des CES. De plus le 4-Hydroperoxycyclophosphamide est 20 fois plus 
toxique pour les CES que pour les hépatocytes, ce qui explique que l’agression touche 
principalement les CE hépatiques257. L’autre métabolite du CP, l’acroléine, est connue pour 
être responsable de l’inhibition de production du GSH au niveau des CE d’artères 
pulmonaires261. Cette toxicité pulmonaire du CP a déjà été décrite262. Elle serait notamment 
imputable au manque d’enzymes détoxifiantes comme l’aldéhyde oxydase ou l’aldéhyde 
déshydrogénase au niveau pulmonaire. Comme au niveau hépatique, la toxicité du CP est 
surtout endothéliale257,263,264. 
Il peut sembler paradoxal que notre étude conclue que le CP est un inducteur d’HTP alors qu’il 
fait partit de l’arsenal thérapeutique dans le traitement de certaines HTAP. Il a en effet été 
rapporté que plusieurs cas d’HTAP associées à un terrain inflammatoire, comme des lupus 
érythémateux ou des connectivites, ont été traitées avec succès grâce au CP70,265. Si le CP a 
un effet bénéfique en condition inflammatoire, cela ne remet pas en cause son rôle d’inducteur 
possible de MVOP chez les sujets prédisposés. Nous avons d’ailleurs mis en évidence 
l’influence du sexe et la variabilité dans la réponse au CP chez le rat, les mâles ayant, au sein 
du même groupe, une réponse très variable allant de l’HTP sévère à aucune HTP détectable 
alors que toutes les femelles développaient des HTP sévères quels que soient les doses et 
les protocoles testés. 
Cette étude confirme la toxicité du CP sur le lit vasculaire pulmonaire. Comme nous l’avons 
montré chez le rat, l’usage de certains cytoprotecteurs, ici l’amifostine, pourrait limiter cet effet. 
4. Article 2: Ranchoux et al. Am J Pathol. Février 2015  
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III. UTILISATION DE NEBIVOLOL POUR LE TRAITEMENT DE L’HTAP 
1. Rationnel 
Les β-bloquants bloquent l'action des médiateurs du système adrénergique en se fixant sur 
les récepteurs adrénergiques β. Les récepteurs β sont impliqués dans les phénomènes 
d’adaptation et de maintien du débit cardiaque. Cependant leur stimulation excessive 
chronique a un impact négatif sur la fonction et la structure du cœur en insuffisance227. 
Les recommandations actuelles déconseillant l’usage des antagonistes des récepteurs 
adrénergiques β chez les patients HTAP. Ces conclusions reposent néanmoins sur des études 
faites avec des β-bloquants de première génération non spécifiques inhibant sans distinction 
les récepteurs β1 et β2 (propranolol ou atenolol)230. 
Si ces récepteurs sont impliqués dans les phénomènes d’adaptation et de maintien du débit, 
leur stimulation chronique excessive a un impact négatif sur la fonction et la structure du cœur 
en insuffisance227. L’inhibition des récepteurs β est ainsi une des voies thérapeutiques utilisées 
dans le traitement de la défaillance cardiaque gauche. Utilisés depuis les années 1970, les β-
bloquants, molécules antagonistes des récepteurs β, ont grandement amélioré la survie des 
patients en défaillance cardiaque gauche et sont devenus des incontournables de l’arsenal 
thérapeutique223,227. 
Cette sur-stimulation chronique des récepteurs β a également été rapportée dans l’HTAP. 
Celle-ci pourrait participer au remodelage du ventricule droit ainsi qu’à la mise en place d’une 
arythmie cardiaque via l’augmentation de l’activité sympathique observée chez les patients 
HTAP228. Cependant l’inhibition des récepteurs β2 induite par les β-bloquant non spécifiques 
de première génération, principalement exprimés dans les muscles du lit vasculaire et des 
bronches, pourrait induire une vasoconstriction délétère chez les patients HTAP. 
Depuis l’arrivée des β bloquants de deuxième génération, il est possible d’inhiber 
spécifiquement les récepteurs β1. L’effet bénéfique des β-bloquants spécifiques des 
récepteurs β1 a d’ailleurs été décrit dans les modèles d’HTP, leur usage conduisant à une 
amélioration de la fonction cardiaque et la survie des animaux266–268. 
Si l’inhibition des récepteurs β1 a un effet inotrope négatif (diminution de la contraction) et 
chronotrope négatif (diminution du rythme cardiaque) bénéfique chez le cœur en défaillance 
dans les modèles d’HTP, la stimulation simultanée des récepteurs β2 pourrait améliorer l’HTP 
via un effet vasodiladateur. 
Au cours de ce projet, nous nous sommes intéressés au nebivolol, un β-bloquant de troisième 
génération ayant la particularité d’être à la fois un antagoniste des récepteurs β1 et un agoniste 
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des récepteurs β2 et β3 ayant de surcroit un pouvoir vasodilatateur via son action sur la 
production de NO (Figure 43)269. 
 
Figure 43 : action du nebivolol et de son métabolite sur la vasodilatation269. 
Ces caractéristiques ont déjà permis l’amélioration de la PAP, de la pression artérielle 
pulmonaire d'occlusion (PAPO), de la fraction d’éjection ventriculaire gauche ainsi que de la 
tolérance à l’effort chez des patients atteints de cardiopathies gauches270. 
Enfin, il est intéressant de noter que le nebivolol est, en plus d’être très efficace, bien toléré 
chez les patients souffrant de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) associée 
à une hypertension artérielle271. L’ensemble de ces arguments font du nebivolol un excellent 
candidat pour le traitement des HTAP. 
2. Objectifs et stratégies 
Au cours de ce projet nous avons évalué l’intérêt du nebivolol dans le traitement de l’HTAP. 
Pour se faire, nous avons testé les effets du nebivolol in vitro et in vitro par rapport à ceux du 
metoprolol, un β-bloquant de deuxième génération. 
2.1. Effets in vitro du nebivolol et du metoprolol 
L’étude in vitro sur des cultures de CE issues d’artères pulmonaires contrôles et HTAP a 
permis de mesurer l’effet du nebivolol sur la prolifération induite par le sérum de veau fœtal, 
ainsi que sur la prolifération des CML induite par les surnageant de CE HTAP. 
Nous avons également dosé dans les surnageants de CE en culture les taux de cytokines et 
chimiokines pro-inflammatoires (IL1-β, IL-6, et MCP1), de facteur de croissances (PDGF, EGF 
et FGF2) ainsi que d’ET-1 produits par les CE issues de patient HTAPi avec ou sans traitement 
aux β-bloquants. 
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2.2. Effets in vivo du nebivolol et du metoprolol 
Pour l’étude in vivo nous avons utilisé le modèle standard d’HTP induite par MCT tel que décrit 
dans le matériel et méthodes. 
Dans une première étude, nous avons comparé l’effet du nebivolol à ceux de deux doses de 
metoprolol et d’un groupe sans traitement. 3 groupes de rats MCT ont reçu un traitement β-
bloquant de J14 à J21 selon les protocoles suivants : nebivolol 10 mg/kg/jour de, metoprolol 
10 mg/kg/jour ou metoprolol 100 mg/kg/jour. A J21 les paramètres hémodynamiques ont été 
mesurés (PVD systolique, PAPm, débit cardiaque et résistances vasculaires pulmonaires 
totales). L’indice de Fulton a été mesuré et les poumons prélevés. 
Au cours de la seconde étude nous avons évalué l’effet du nebivolol dans le modèle MCT au 
cours d’un traitement plus long, allant de J14 à J28. A J28 les paramètres hémodynamiques 
classiques ont été mesurés (PVD systolique, PAPm, débit cardiaque et résistances 
vasculaires pulmonaires totales) ainsi que la pression systolique au niveau de la carotide et la 
fréquence cardiaque afin d’évaluer d’éventuels effets secondaires. L’indice de Fulton a été 
mesuré et les poumons prélevés. 
Pour chacune des deux études in vivo nous avons quantifié le remodelage micro vasculaire 
pulmonaire. Pour se faire nous avons effectué un marquage de l’endothélium (CD31) et des 
CML (α-SMA) et quantifié le nombre de vaisseaux non muscularisés, partiellement et 
totalement muscularisés (occlus ou non). Nous avons également quantifié l’inflammation via 
un marquage en immunofluorescence CD68 pour le dénombrement des macrophages. 
Nous avons également mesuré par RT-qPCR l’expression dans le ventricule droit du peptide 
natriurétique de type B (BNP - B-type natriuretic peptide), un biomarqueur de défaillance 
cardiaque. 
2.3. Effet du nebivolol et du metoprolol sur la vasoréactivité 
Afin d’évaluer les effets du nebivolol et du metoprolol sur la vasodilatation des artères des rats 
nous avons effectué un test de vasoréactivité sur artères isolées. 
Pour ce faire des rats ont été euthanasiés par injection létale de pentobarbital. Les poumons 
ont été disséqués afin d’extraire des artères pulmonaires. Des anneaux de 1 mm de diamètre 
et 2 mm de longueur ont été précautionneusement préparés en prenant soin de préserver 
l’endothélium artériel. Les anneaux ont ensuite été installés dans une cuve à organe isolé et 
mis sous tension (0,2 g) dans une solution de Krebs oxygénée. Les artères ont subi une 
vasoconstriction avec 0,1 mmol/l de norepinephrine. La vasodilatation a ensuite été mesurée 
en réponse à l’ajout de concentration croissante de nebivolol ou metoprolol (de 10-8 à 10-4 
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mol/l). Les mesures ont été réalisées chez des rats sains et des rats ayant une HTP induite 
par MCT. Le protocole détaillé est disponible dans l’article. 
3. Résultats et discussion 
3.1. Effets du nebivolol et du metoprolol in vitro 
3.1.1. Le nebivolol permet de réduire in vitro la prolifération des CE et des CML 
L’utilisation de nebivolol sur les CE d’artères pulmonaire en culture a permis de réduire 
significativement avec un effet dose leur prolifération induite par le sérum de veau fœtal. 
Aucune diminution de la prolifération n’a été observée avec le traitement au metoprolol. 
L’utilisation de surnageant de culture de CE issues de patients HTAPi est connue pour induire 
la prolifération des CML272. Nous avons donc testé l’effet sur la prolifération des CML induite 
par le surnageant de CE HTAPi traitées ou non au nébivolol. L’effet proliférant obtenue sans 
β-bloquants a été inhibé par l’utilisation de nebivolol sur les CE. Le metoprolol n’a montré 
aucun effet sur l’inhibition des CML induite par le surnageant des CE HTAPi traitées. 
L’utilisation de nebivolol sur des CE issues de patients ayant des HTAP secondaires a 
également permis d’inhiber la prolifération de CML induite par le surnageant des CE. 
3.1.2. Le nebivolol permet de réduire in vitro la production pathologique par les 
CE HTAPi de facteur de croissance, de facteur de vasoconstriction et de 
cytokines et chimiokines pro-inflammatoires 
Nous avons observé une élévation pathologique des taux de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoire (IL-6 et MCP-1) ainsi que du facteur de croissance FGF2 et d’ET-1 produites 
par les CE de patients HTAPi par rapport aux CE témoins. Les dosages d’IL1-β, PDGF et EGF 
n’ont pas permis d’observer des différences significatives. 
L’utilisation du nebivolol a là encore permis de réduire voire de normaliser (pour IL-6 et ET-1) 
la production de ces facteurs impliqués dans le développement de l’HTAP. Ces effets étaient 
une fois encore dose dépendant et ont été retrouvés dans les CE issues d’HTP secondaires. 
Le metoprolol n’a pas permis d’obtenir ces effets bénéfiques. 
3.2. Effets du nebivolol et du metoprolol in vivo dans le modèle d’HTP induite par 
MCT 
3.2.1. Le nebivolol améliore l’HTP induite par MCT 
Après une semaine de traitement de J14 à J21, aucun des deux β-bloquants testé n’a permis 
de réduire significativement les pressions ventriculaires et pulmonaires chez les rats MCT 
(PVD systolique et PAPm). Néanmoins les β-bloquants ont eu un effet positif sur le débit 
cardiaque pour les protocoles 10 mg/kg/jour. Il est intéressant de noter que là encore, le 
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nebivolol apparait plus efficace que le metoprolol. L’effet supérieur du nebivolol sur le débit 
cardiaque a de plus permis de baisser significativement les résistances vasculaires 
pulmonaires. Le metoprolol à 100 mg/kg/jour a, à l’inverse, a aggravé l’état des rats MCT et a 
augmenté la mortalité. L’analyse du remodelage cardiaque droit indique des indices de Fulton 
significativement diminués chez les rats traités au nebivolol. 
L’analyse du remodelage micro vasculaire confirme un effet positif du nebivolol par rapport au 
groupe MCT en augmentant le pourcentage de vaisseaux non muscularisés et en baissant 
celui des vaisseaux partiellement et totalement muscularisés. L’utilisation du nebivolol a 
également permis une diminution de l’inflammation avec une baisse significative du nombre 
de macrophages pulmonaires par rapport au groupe MCT. 
L’utilisation du nebivolol sur 2 semaines, de J14 à J28, a permis d’obtenir un effet supérieur 
du nebivolol dans l’amélioration de l’HTP induite par MCT. Ainsi, ce deuxième protocole a 
permis cette fois d’observer un effet significatif du nebivolol sur les paramètres 
hémodynamiques (PVD systolique, PAPm) associé à une meilleure amélioration du 
remodelage cardiaque (indice de Fulton). Cet effet sur le cœur s’accompagne d’une baisse de 
l’expression ventriculaire de BNP. Aucun effet n’a cette fois été observé au bout de 2 semaines 
de traitement sur le débit cardiaque par rapport au groupe MCT. Cependant, il est difficile de 
comparer les résultats obtenus à J21 et ceux obtenus à J28 car, dans le premier cas, le 
ventricule est en phase compensatrice alors qu’au stade tardif du modèle (J28) celui-ci est 
entré en phase de décompensation avant la défaillance. Pour finir l’effet bénéfique du nebivolol 
obtenu après deux semaines de traitement est confirmé par une baisse significative du 
remodelage vasculaire. 
3.3. Effet du nebivolol et du metoprolol sur la vasodilatation 
L’étude de la vasodilatation sur artères isolées pré-contractées a démontré un effet 
vasodilatateur du nebivolol (effet dose dépendant avec un plateau de l’ordre de 20% par 
rapport au stade contracté dès 10-5 mol/L). Cet effet vasodilatateur disparait avec l’inhibition 
de la NOS par L-NAME ou lorsque l’endothélium est retiré de l’artère. 
3.4. Discussion 
Avec l’arrivée de β-bloquants de troisième génération comme le nebivolol, il est maintenant 
possible d’inhiber sélectivement l’activité β1 tout en favorisant la vasodilatation via une 
potentialisation de la voie du NO. L’augmentation de la vasodilatation permet ainsi de baisser 
la post charge ce qui contre balance l’effet inotropique négatif de l’inhibition de l’activité 
adrénergique β1 au niveau du cœur et ainsi, de maintenir limité l’impact sur le débit sanguin. 
Les β-bloquants de 3ème génération peuvent ainsi être utilisés pour le traitement des 
hypertensions. 
148 
 
Les recommandations actuelles déconseillant l’usage des antagonistes des récepteurs 
adrénergiques β dans la prise en charge des patients HTAP reposent sur des études réalisées 
au début des années 2000. Les β-bloquants utilisés alors étaient des antagonistes de première 
génération non spécifiques (propranolol ou atenolol)230. 
De nouvelles études portant sur les patients HTAP ayant un traitement par β-bloquant de 
seconde génération (antagonistes β1 spécifiques) pour d’autres pathologies comme des 
arythmies cardiaques concluent d’ailleurs sur l’absence d’effets délétères273,274. Une étude 
conclue même sur un effet bénéfique des β-bloquants de seconde génération dans l’HTAPi. 
Cette étude conclue sur un effet cardio-protecteur des β-bloquants, avec une baisse de la 
dilatation ventriculaire droite et une amélioration du TAPSE (Tricuspid Annular Plane Systolic 
Excursion)275. L’action vasodilatatrice des β-bloquants de troisième génération via la 
potentialisation de la voie du NO, moins fonctionnelle chez les patients HTAP, semble donc 
une voie thérapeutique prometteuse. Deux études cliniques ont déjà permis d’avoir des 
résultats prometteurs. La première, une étude pilote portant sur l’utilisation de carvedilol chez 
6 patients HTAP en dysfonction ventriculaire droite, suggère un effet positif de l’association 
carvedilol/vasodilatateur sur le volume d’éjection et le RVEF (Right Ventricular Ejection 
Fraction) sans modification de la fraction d’éjection du ventricule gauche276. La deuxième 
portait sur 12 patients HTAPi traités avec du nebivolol. Le nebivolol est un β-bloquant ayant 
une forte sélectivité pour les récepteurs β1 (sélectivité β1/β2 de 321). De plus la molécule et 
son métabolite activent tous deux la voie du NO dans les cellules endothéliale et corrige donc 
la vasoconstriction rencontrée dans les vaisseaux HTAP269. L’étude a montré une amélioration 
de l’état des patients, avec une baisse de la pression artérielle pulmonaire (PAP) systolique, 
une régression du remodelage du ventricule droit et une baisse du taux sanguin d’ET-1277. 
Ces observations ont été confirmées par notre étude in vitro et in vivo. L’utilisation de nebivolol 
diminue les taux des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires IL-6 et MCP-1 ainsi que du 
facteur de croissance FGF2 et d’ET-1 produits en concentration pathologique par les CE 
HTAPi. L’utilisation de nebivolol dans le modèle d’HTP induite par MCT a permis d’améliorer 
la fonction cardiaque (remodelage du ventricule droit et diminution de BNP), les paramètres 
hémodynamiques (PVD systolique et PAPm) ainsi que le remodelage vasculaire. Enfin son 
utilisation sur des artères isolées a permis de confirmer son effet vasodilatateur via la voie du 
NO. Ces effets n’ont pas été retrouvés avec le metoprolol qui est un bloqueur sélectif des 
récepteurs adrénergiques β1, indiquant que l’effet positif du nebivolol repose sur la stimulation 
des récepteurs adrénergiques β2. 
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Tous ces éléments permettent donc de penser que les β-bloquants de troisième génération 
seraient de bons candidats pour la prise en charge thérapeutique de l’HTAP, et notamment le 
nebivolol via son action sur la voie du NO. 
4. Article 2: Perros, Ranchoux et al. J Am Coll Cardiol. Février 2015. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
L’HTAP est une maladie rare conduisant à l’oblitération progressive des petites artères 
pulmonaires, à l’augmentation des résistances vasculaires pulmonaires totales et à une 
défaillance cardiaque. Les mécanismes physiopathologiques exactes ne sont pas connus et 
semblent multifactoriels. Les thérapies actuellement utilisées permettent de retarder la 
dégradation de l’état de santé des patients en favorisant la vasodilatation. Ces traitements, 
comme les antagonistes des récepteurs à l’ET-1, les inhibiteurs de PDE5 ou l’epoprostenol et 
ses dérivées, permettent ainsi via la vasodilatation d’améliorer les paramètres 
hémodynamiques, la survie et la résistance à l’effort. Une autre voie thérapeutique envisagée 
est la réduction de la prolifération anormale des CML induite par les facteurs de croissances 
libérés lors de la dysfonction endothéliale. Ainsi l’utilisation de molécules inhibant la 
prolifération des CML comme les inhibiteurs de tyrosine kinase ont été à l’étude. 
Cependant malgré les progrès dans la prise en charge thérapeutique, le pronostic vital des 
patients reste très mauvais s’ils ne bénéficient pas d’une transplantation pulmonaire. L’étude 
des mécanismes physiopathologiques impliqués dans le développement de l’HTAP est donc 
cruciale pour la découverte de nouvelles voies thérapeutiques. 
Au cours des travaux présentés nous avons, dans le cas de l’HTAP, mis en évidence un 
nouveau mécanisme participant activement à la formation des lésions intimales (le type de 
lésion le plus répandu chez les patients), des lésions plexiformes ainsi que dans la néo 
muscularisation des micro-vaisseaux. La démonstration de l’implication de l’EndoMT dans 
l’HTAP permet de mieux comprendre l’origine des cellules pathologiques s’accumulant sous 
l’endothélium de ces lésions et change totalement le dogme actuel impliquant le recrutement 
de fibroblastes et de progéniteurs résidents et circulants. Les études récentes sur le rôle de 
l’EndoMT, notamment dans la régénération tissulaire mais également dans les fibroses et les 
cancers, ont permis de mettre en lumière le caractère pluripotent des cellules endothéliales en 
transition. Ce caractère permet aux cellules EndoMT de devenir une source de cellules 
mésenchymateuses souches et de progéniteurs pour œuvrer en condition physiologique à la 
reconstruction du tissu endommagé. A l’inverse, en condition pathologique, ce processus 
participe à l’entretien de l’environnement pathologique et à la prolifération incontrôlée de 
cellules à caractère mésenchymateux. Ces découvertes font de l’endothélium un acteur 
majeur dans le développement et l’entretien de des lésions cancéreuses et fibrosantes. Dans 
le cas de l’HTAP, nos travaux conduisent à un changement dans la vision globale du 
développement des lésions intimales en passant ainsi d’une origine centripète à une origine 
centrifuge qui semble plus cohérente si on prend en considération la localisation et la quantité 
de cellules pathologiques devant être recrutées pour permettre le remodelage observé chez 
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les patients. Nos résultats dans les modèles animaux (rats MCT, SuHx et BMPR2Δ140Ex1/+) ont 
permis de confirmer l’importance du lien BMPR2/EndoMT. Chez les rats BMPRΔ140Ex1/+, 
l’inactivation partielle de cette voie conduit à la surexpression de facteurs de transcription 
induisant une EndoMT. Cela s’accompagne d’un remodelage vasculaire. Si l’effet inhibiteur de 
la voie BMPR2 sur l’EndoMT a été décrit, l’étude du modèle MCT a permis de confirmer que 
l’inactivation de BMPR2 était associée à une hausse de l’expression des marqueurs de 
l’EndoMT antérieure à l’apparition de l’HTP. De plus nous avons confirmé que l’inhibition 
partielle de l’EndoMT pouvait améliorer l’état des rats MCT et le phénotype pathologique de 
CE HTAP en culture. Ces résultats sont donc encourageants pour l’utilisation dans l’HTAP de 
thérapies limitant le processus de transition mésenchymateuse, notamment pour les patients 
ayant bénéficiés d’un diagnostic précoce et présentant une mutation dans le gène BMPR2 
(mutation touchant 70% des HTAP familiales et 10-40% des HTAPi). 
Mes travaux de thèse portant sur les agents alkylants ont également permis de confirmer le 
lien suspecté entre les chimiothérapies et la MVOP. Au cours de ce projet réalisé en 
collaboration avec l’équipe clinique de l’U999, nous avons mis en évidence à travers une étude 
approfondie de la littérature et des cas recensés au centre national de référence des 
hypertensions pulmonaires sévères, la forte incidence des chimiothérapies alkylantes (et 
notamment du CP) dans le développement de MVOP après chimiothérapie et transplantation 
de moelle osseuse. L’étude des effets du CP sur les paramètres de l’HTP chez la souris, le rat 
et le lapin a permis de confirmer ce lien. Nous espérons que nos travaux aboutiront à un 
meilleur dépistage des cas de MVOP chez les patients ayant reçu les agents thérapeutiques 
à risques identifiés (CP ou mitomycine). Enfin, l’induction de MVOP par le CP chez l’animal 
constitue le tout premier modèle de MVOP expérimentale. Le développement de ce modèle 
va permettre l’étude in vivo des mécanismes pathologiques mais également de tester de 
nouvelles thérapies. 
Pour finir, les travaux présentés sur l’utilisation du nebivolol dans le traitement de l’HTAP 
confirme le potentiel thérapeutique intéressant des β-bloquants de troisième génération, et du 
nébivolol en particulier. Son effet antagoniste des récepteurs β1 et agoniste des récepteurs β2 
et β3 associé à son un effet vasodilatateur via son action sur la production de NO a permis 
d’améliorer la fonction cardiaque et les paramètres hémodynamiques des rats ayant une HTP 
sévère induite par MCT. Son utilisation in vitro a permis d’inhiber la prolifération pathologique 
des CE HTAP, ainsi que la prolifération des CML induite par les messagers libérés par les CE 
pathologiques. De plus l’utilisation du nébivolol permet de limiter voir normaliser la production 
de facteurs de croissance, d’agents vasoconstricteurs, et de médiateurs pro-inflammatoires 
impliqués dans la pathogénèse de l’HTAP. Ces résultats confirment également la nécessité 
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de revoir les recommandations actuelles proscrivant l’utilisation des β-bloquants dans l’HTAP 
en prenant en compte leurs spécificités β adrénergique propres. 
Les travaux réalisés au cours de mon doctorat dans l’équipe du professeur Humbert et sous 
la direction du Dr Cohen-Kaminsky et la co-direction du Dr Perros ont ainsi permis la mise en 
évidence de l’EndoMT comme un mécanisme impliqué dans la pathogénèse de l’HTAP. Cette 
découverte ouvre une nouvelle voie thérapeutique pour limiter la progression de la maladie. 
Ils ont également permis de mettre en lumière les agents alkylants comme facteurs de risques 
dans le développement de MVO pulmonaire et d’aboutir au premier modèle décrit de MVO 
pulmonaire expérimentale. Enfin mes travaux de thèse ont confirmé les travaux récents 
suggérant une réévaluation de l’usage des β-bloquants dans l’HTAP, et souligne l’intérêt du 
nébivolol dans la prise en charge thérapeutique des patients HTAP. 
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ABREVIATIONS 
5-HT : Sérotonine 
ALK1: Activin-Like receptor Kinase-1 – également appelée ACVRL1  
AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique 
BMPRII : Bone Morphogenic Protein Receptor type 2 - récepteur II de la protéine 
morphogénique osseuse. Protéine codée par le gène BMPR2 
BNP : B-type Natriuretic Peptide - peptide natriurétique de type B 
CAF : Carcinoma/Cancer -Associated Fibroblasts 
CBP : CREB Binding Protein 
CD31 : Cluster of Differentiation 31 également appelée PECAM-1 (Platelet 
Endothelial Cell Adhesion Molecule) 
CD34 : Cluster of Differentiation 34 également appelée HPCA1 (hemopoietic 
progenitor cell antigen 1) 
CE : Cellule Endothéliale 
cGMP : Guanosine MonoPhosphate cylique 
CML : Cellule Musculaire Lisse 
CMS : Cellule Souche Mésenchymateuse 
CO : Cardiac Output – débit cardiaque (mL.min-1) 
CSC : Cellule Souche Cancéreuse 
EGF : Epidermal Growth Factor - facteur de croissance épidermique 
EIF2AK4 : Eukaryotic translation initiation factor 2 α kinase 4 - facteur d'initiation 
eucaryote 2 kinase 4 ; également appelé GCN2 (General Control 
Nonderepressible 2) ; kinase codée par le gène EIF2AK4  (GCN2)  
EMT : Epithelial-to-Mesenchymal Transition – transition épithélio-
mésenchymateuse 
EndoMT : Endothelial-to-Mesenchymal Transition – transition endothélio-
mésenchymateuse ; parfois appelée EndMT ou plus rarement EMT 
ENG : Endogline 
eNOs : Endothelial Nitric Oxide synthase - oxyde nitrique synthase endothéliale 
E-selectin : Endothelial selectin – également appelée CD62E, ELAM-1 (endothelial-
leukocyte adhesion molecule 1) ou LECAM2 (leukocyte-endothelial cell 
adhesion molecule 2) 
ET-1 : Endothéline-1 
ETA : Récepteur à l’endothéline A 
ETB : Récepteur à l’endothéline B 
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FGF : Fibroblast growth factor – facteur de croissance des fibroblastes 
FM : % Fully muscularized + occluded - % de micro-vaisseaux totallement 
muscularisés + micro-vaisseaux occlus 
GCN2 : General Control Nonderepressible 2 - également appelé 
EIF2AK4 (eukaryotic translation initiation factor 2 α kinase 4) ; kinase codée 
par le gène EIF2AK4  (GCN2) 
GSK-3β : Glycogen Synthase Kinase 3 beta 
HCP : Hémangiomatose Capillaire Pulmonaire 
HIF-1 : Hypoxia Inducible Factor 1 – facteur 1 induit par l’hypoxie 
HTAP : HyperTension Artérielle Pulmonaire 
HTAPf : HyperTension Artérielle Pulmonaire familiale 
HTAPh : HyperTension Artérielle Pulmonaire héritable 
HTAPi : HyperTension Artérielle Pulmonaire idiopathique 
HTP : HyperTension Pulmonaire 
ICAM-1 : InterCellular Adhesion Molecule 1 – molécule d’adhésion inter-cellulaire; 
également appelée CD54 
IL InterLeukine 
KCNK3 : Potassium channel subfamily K member 3 – canal potassique également 
appelée TASK-1 ; codé par le gène KCNK3 
KO : Knock-Out 
LPS : LipoPolySaccharide 
MCT : MonoCroTaline 
MET : Mesenchymal-to-Epithelial transition ou Mesenchymall-to-Endothelial 
transition – transition mesenchymale-épithéliale ou également transition 
mésenchymale-endothéliale 
MMP : Matrix MetalloProteinases - métalloprotéase matricielle 
mPAP : mean Pulmonary Arterial Pressure – Pression Artérielle Pulmonaire 
moyenne (PAPm) 
mTOR : mammalian Target Of Rapamycin – cible de la rapamycine chez les 
mammifères 
MVO : Maladie Veino-Occlusive 
MVOP : Maladie Veino-Occlusive Pulmonaire 
NFκB : Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
NM : % Not Muscularized - % de micro-vaisseaux non muscularisés 
NO : Nitric Oxide – oxide nitrique ou monoxyde d'azote 
NOs : Nitric Oxide synthase - oxyde nitrique synthase 
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OCT : Optimal Cutting Temperature shandon™ Cryomatrix – résine cryomatrice 
PAP : Pulmonary Arterial Pressure – Pression Artérielle Pulmonaire 
PAPm : Pression Artérielle Pulmonaire moyenne 
PAPO : Pression Artérielle Pulmonaire d’Occlusion 
PDE : PhosphoDiEstérase 
PDGF : Platelet-Derived Growth Factor - facteur de croissance d'origine plaquettaire 
PGI2 : Prostacycline 
PKC-δ : Protein Kinase C delta 
PM : % Partially Muscularized - % de micro-vaisseaux partiellement muscularisés 
PVD : Pression Ventriculaire Droite 
SuHx : SUgen HypoXia – modèle d’HTP « Sugen et hypoxie » 
RANTES : Regulated on Activation Normal T cell ExpreSsed 
RSVP : Right Systolic Ventricular Pressure – pression ventriculaire systolique droite 
RTK : Receptor tyrosine kinases - récepteurs à tyrosine kinase 
RVPT : Résistance Vasculaire Pulmonaire Totale 
TGF-β : Tumor Growth Factor β - facteurs de croissance tumoral β 
TNF : Tumor Necrosis Factor-α - facteur de nécrose tumorale-α 
VE-cadherin : Vascular Endothelial cadherin – cadherine d’endothelium vasculaire 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor - facteur de croissance d’endothélium 
vasculaire 
vWF : von Willebrand Factor - Facteur de von Willebrand 
α-SMA : α Smooth Muscle Actin – α actine du muscle lisse 
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Résumé 
M Ranchoux a démontré le rôle pathologique de la transition endothélio-mésenchymateuse dans 
l’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). Il a participé à la reconnaissance que l’exposition à des 
chimiothérapies constitue un facteur de risque d’HTAP. Il a ouvert une piste thérapeutique en 
montrant que le nébivolol améliore l’HTAP dans des modèles in vivo (rat) et in vitro (cellules 
humaines). 
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